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Introduction générale 
La fibrinolyse, correspondant à la troisième et dernière étape de l’hémostase,  est 
responsable de la dissolution de la fibrine contenue dans les caillots sanguins. Le système 
fibrinolytique est un ensemble complexe faisant intervenir de nombreuses protéines.  Parmi 
tous les acteurs de ce système, les activateurs du plasminogène de type tissulaire (tPA) et de 
type urokinase (uPA) sont particulièrement importants car ils permettent de convertir le 
plasminogène en plasmine à la surface de la fibrine. La plasmine est la principale protéine 
responsable de la dégradation de la fibrine en produits de dégradation solubles permettant 
la recanalisation des vaisseaux occlus et terminant le processus d’hémostase. 
Le principal inhibiteur endogène de tPA/uPA est l’inhibiteur des activateurs du 
plasminogène de type 1 (PAI-1), une glycoprotéine appartenant à la famille des inhibiteurs 
des protéases à sérine (serpin). L’objectif de ce projet est de développer de nouveaux 
inhibiteurs du complexe protéique PAI-1/tPA en ciblant la protéine PAI-1.  En effet de par 
son rôle sur tPA/uPA, PAI-1 est impliquée dans de nombreux processus pathologiques 
incluant notamment les maladies cardio-vasculaires et certains cancers. De nombreuses 
études ont montré le potentiel thérapeutique de l’inhibition de PAI-1, faisant de  cette 
protéine une cible attrayante. 
 De nombreux inhibiteurs de PAI-1 ont été décrits dans la littérature. A ce jour aucun 
n’a montré de potentiel suffisant pour un développement en tant que médicament. En effet 
de tels inhibiteurs ne sont pas faciles à développer : PAI-1 existe sous différentes 
conformations (active, latente, en complexe avec la protéase, clivée…), la protéine n’a pas 
de site actif rigide évident à cibler, et son implication dans de nombreuses fonctions 
biologiques pose la question des conséquences de l’inhibition.  
La quasi-totalité des études visant à identifier des inhibiteurs de PAI-1 ont été 
réalisées par criblage à haut débit de librairies de molécules. Cependant les résultats de ces 
dispositifs importants se sont souvent révélés modestes. Nous avons choisi une approche 
différente, consistant à concevoir des inhibiteurs de façon rationnelle grâce à la 
modélisation moléculaire. 
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Le premier chapitre présente le processus de l’hémostase et plus particulièrement la 
fibrinolyse. Les différents acteurs du système fibrinolytique seront détaillés, et parmi ceux-ci 
la protéine PAI-1. Après un résumé de ses différentes caractéristiques et implications 
biologiques, les différents inhibiteurs de PAI-1 développés à ce jour seront présentés. Le 
deuxième chapitre aborde la conception virtuelle de plusieurs familles de molécules comme 
potentiels inhibiteurs de PAI-1. La première étape de l’étude a consisté à examiner les 
différentes structures cristallographiques de PAI-1 et les zones d’interactions avec ses 
inhibiteurs lorsqu’elles étaient connues. Ces informations nous ont permis de sélectionner 
virtuellement trois familles de molécules. Le troisième chapitre décrit la synthèse multi–
étapes des molécules cibles, les étapes clés des différentes synthèses étant un couplage de 
Sonogashira et plusieurs formations d’hétérocycliques. Le dernier chapitre présente les 
évaluations biologiques de tous les composés synthétisés. Pour cela la cinétique 
enzymatique, la fluorimétrie différentielle à balayage et la résonance des plasmons de 
surface ont été utilisés. Pour l’ensemble des évaluations biologiques, des inhibiteurs connus 
ont été utilisés afin de s’assurer de la fiabilité des tests et de servir de références par rapport 
aux molécules synthétisées. Le quatrième chapitre présente également l’étude 
cristallographique de la protéine PAI-1. Pour cela une protéine recombinante humaine non 
mutée dont les 24 premiers acides aminés ont été tronqués a été utilisée. La protéine a 
d’abord été étudiée par plusieurs techniques biophysiques et une étude cristallographique a 
été réalisée.  
  
Chapitre 1 
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Chapitre 1 
Contexte biologique du projet 
 
Inhibiteurs connus de la protéine PAI-1  
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L'objectif de ce travail concerne le développement de nouveaux inhibiteurs de la 
formation du complexe protéique PAI-1/tPA en ciblant PAI-1. Cette protéine est impliquée 
dans de nombreux processus biologiques, mais son rôle majeur et celui qui nous intéresse 
plus particulièrement dans ce projet, est son implication dans le système fibrinolytique.  
 Dans ce chapitre seront abordés le processus de l’hémostase, puis de façon plus 
détaillée la fibrinolyse. Les acteurs du système fibrinolytique seront ensuite développés et 
parmi ceux-ci la protéine PAI-1. Enfin les différents inhibiteurs connus de PAI-1 seront 
répertoriés. 
1. L’hémostase 
L'hémostase représente l'ensemble des mécanismes permettant d'interrompre un 
saignement pour éviter l'hémorragie. Elle comprend schématiquement trois phases: 
l’hémostase primaire, la coagulation et la fibrinolyse. Ces trois étapes sont initiées 
simultanément dès que le processus d'hémostase est enclenché. 
 L’hémostase primaire 1.1.
L’hémostase primaire est l’ensemble des phénomènes qui aboutissent à la formation 
du clou plaquettaire et donc à l’arrêt du saignement. Elle fait intervenir des facteurs 
vasculaires, plaquettaires et plasmatiques. 
La plaie entraîne une vasoconstriction locale qui diminue le courant circulatoire et le 
calibre du vaisseau lésé qui peut atteindre 40 % de sa taille initiale (Fig. 1). L’efficacité du 
phénomène est limitée. Il est induit par l’adrénaline et la noradrénaline, véhiculées dans 
l’atmosphère péri-plaquettaire. C’est ensuite au tour des plaquettes d’agir suivant quatre 
étapes schématiques qui sont en réalité intriquées en divers points du clou hémostatique. 
Les plaquettes vont d’abord adhérer aux fibres de collagènes des bords de la plaie. Ce 
phénomène est très rapide (2-3 secondes) et irréversible. Des constituants intra-
plaquettaires et en particulier l’adénosine diphosphate (ADP), l’adrénaline, et le facteur 
plaquettaire 3 sont ensuite libérés sous l’action du collagène. L’agrégation réversible des 
plaquettes entre elles, forme alors un clou plaquettaire encore perméable par de nombreux 
L’hémostase 
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canalicules. A ce stade, les plaquettes sont encore bien individualisées. L’agrégation est 
déclenchée par l’ADP qui a deux origines : extrinsèque (à partir de cellules lésées : globules 
rouges, cellules endothéliales) ou intrinsèque à partir des plaquettes elles-mêmes. Ce 
phénomène nécessite la présence de plaquettes viables, d’ADP, de cations divalents (Ca2+), 
de fibrinogène et du facteur de Willebrand (une glycoprotéine sanguine). Enfin, les 
plaquettes fusionnent et perdent toute individualité morphologique. Le clou plaquettaire 
devient imperméable, les canalicules disparaissent et le saignement s’arrête. La thrombine 
péri-plaquettaire joue alors un rôle majeur. Elle provient des deux voies de la coagulation 
(extrinsèque et intrinsèque) et entraîne des modifications morphologiques et biochimiques 
irréversibles aboutissant à la destruction des structures plaquettaires. La membrane 
plaquettaire se vide de son contenu et libère dans le plasma tous ses constituants 
plaquettaires et en particulier la thrombosthénine qui est responsable de la contraction des 
agrégats plaquettaires. 
 
Figure 1 : Hémostase primaire, Source : Association pour le Développement de l’Hématologie et de la Transfusion, 
http://www.adhet.org.  
 La coagulation 1.2.
La coagulation ou hémostase secondaire est la formation d’un réseau de fibrine 
insoluble qui renforce le fragile clou plaquettaire pour arrêter définitivement l’hémorragie. 
La coagulation est étroitement liée à l’hémostase primaire, les deux phénomènes se 
complètent et des facteurs produits par chacun des deux sont nécessaires à l’autre. La 
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coagulation comprend : la formation de prothrombinase, qui entraîne la formation de 
thrombine qui elle-même provoque la  formation de fibrine. 
La prothrombinase est une enzyme protéolytique qui se forme par deux mécanismes 
différents et tous deux nécessaires in vivo (voie exogène et endogène). Elle active la 
prothrombine inactive, présente dans le plasma en grande abondance, en thrombine (ou 
facteur 2). Celle-ci va agir ensuite sur le fibrinogène (ou facteur 1) qui est une protéine 
soluble présente dans le plasma pour le transformer en fibrine. Ce composé activé est 
capable de réagir avec d’autres molécules identiques pour former un polymère qui 
constituera le réseau de fibrine du caillot. Initialement, la formation du polymère de fibrine 
est réversible, mais un facteur stabilisant de la fibrine aussi appelé facteur XIII le stabilise 
définitivement. 
 La fibrinolyse 1.3.
La fibrinolyse est un processus physiologique complexe de dissolution des caillots 
sanguins par la plasmine (Fig. 2). Ce processus clôture la coagulation sanguine afin de 
reperméabiliser les vaisseaux sanguins réparés et sert à empêcher la formation de 
thromboses. 
Le tPA (tissue plasminogen activator) libéré par les cellules endothéliales plusieurs 
jours après la lésion et l’uPA (urokinase plasminogen activator), provenant de la pro-
urokinase, activent la transformation du plasminogène en plasmine au niveau du caillot. Le 
plasminogène sanguin qui possède une affinité pour la fibrine a été incorporé dans le caillot 
lors de sa formation. La plasmine hydrolyse ensuite la fibrine en fragments appelés produits 
de dégradation de la fibrine. Elle hydrolyse également le fibrinogène et d'autres facteurs de 
la coagulation. 
Le processus est régulé pour s'interrompre : la plasmine est inactivée par l’alpha 2-
antiplasmine. Cette glycoprotéine neutralise uniquement la plasmine circulante sans agir sur 
celle déjà fixée à la fibrine. L’urokinase et le t-PA sont inhibés par les inhibiteurs de 
l’activateur du plasminogène (PAI-1 et PAI-2). Le système fibrinolytique est en équilibre 
entre deux contraintes, détruire les caillots intravasculaires qui se forment et ne pas 
provoquer d'hémorragies par dissolution de caillots hémostatiques et du fibrinogène. 
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Figure 2 : Représentation schématique du système fibrinolytique. 
Les processus d'hémostase primaire et de coagulation aboutissent à la formation 
d'un caillot alors que la fibrinolyse tend à le détruire. Cet équilibre permanent entre 
l'hémostase primaire et la coagulation d'une part et la fibrinolyse d'autre part s'appelle la 
balance coagulolytique. 
Une hémorragie peut être due à un défaut de l'hémostase primaire (thrombopénie, 
thrombopathie),  à une coagulopathie (absence d'un ou plusieurs facteurs de coagulation), 
ou à un excès de fibrinolyse (excès d'activation ou défaut d'inhibiteurs). A l'opposé, une 
thrombose peut être due à une activation excessive de la coagulation favorisée par un déficit 
des inhibiteurs de la coagulation. 
2. Les différents acteurs du système fibrinolytique  
Le plasminogène est la proenzyme de la plasmine, dont la fonction principale est la 
dégradation de la fibrine dans le système vasculaire. L’activation du plasminogène en 
plasmine dans le sang est catalysée par les activateurs du plasminogène tPA et uPA. La 
fibrine possède des sites de liaison à la fois pour le plasminogène et pour tPA optimisant 
ainsi le contact entre eux. Ce mécanisme permet d’assurer une forte concentration en 
plasminogène et en tPA sur le site de formation de la fibrine et localise de cette façon 
Les différents acteurs du système fibrinolytique 
21 
 
l’action de la plasmine. La régulation du système est assurée par l’inhibiteur des activateurs 
du plasminogène de type 1 (PAI-1) et par l’inhibiteur de la plasmine (α2-antiplasmine) (Fig. 
3). 
 
Figure 3 : Processus de la fibrinolyse, FDP : fibrin degradation products. D’après Wiman and coll.
1 
 Le plasminogène et la plasmine  2.1.
La plasmine est l’enzyme protéolytique responsable de la digestion du caillot de 
fibrine.2  Elle est produite sous forme d’un précurseur : le plasminogène qui est synthétisé 
dans le foie et sécrété dans le plasma. Celui-ci possède une activité 104 à 106 fois inférieure à 
celle de la plasmine.  
Le plasminogène est une glycoprotéine de 92 KDa, constituée d’une chaîne 
polypeptidique simple de 791 acides aminés (Glu1-Asn791). Il est formé d’un peptide amino 
terminal (Glu1-Lys77), de cinq domaines « kringle » et d’une région catalytique. Un domaine 
“Kringle”, est un motif structural trouvé dans de nombreuses protéines plasmatiques, qui est 
caractérisé par trois larges boucles, et trois ponts disulfures. Ces domaines jouent un rôle 
essentiel pour les interactions et la reconnaissance entre protéines. Les « kringles » 1 à 4 
contiennent des sites de liaisons aux résidus lysine (LBS : lysine binding site) de la fibrine qui 
permettent la liaison efficace du plasminogène à la fibrine. Cette protéine existe sous forme 
fermée (qui prédomine dans la circulation) et sous forme ouverte dépliée (obtenue par 
clivage protéolytique ou par induction pharmacologique). La liaison du plasminogène à la 
fibrine ou aux membranes cellulaires et sa transition en forme ouverte sont nécessaires à sa 
transformation en plasmine. 
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La plasmine est produite à la surface du caillot, grâce au complexe tPA/plasminogène 
qui catalyse la coupure de la liaison peptidique Arg561-Val562. Une seconde liaison (Lys77-
Lys78) est également clivée par autolyse. La plasmine est ainsi formée de deux chaînes 
peptidiques liées entre elles par deux ponts disulfures (Cys548-Cys666
 
et Cys558-Cys566), une 
chaîne lourde et une légère. La séquence de la chaîne légère est homologue à celle d’autres 
protéinases à sérine telle que la trypsine et elle est responsable de l’activité catalytique de la 
plasmine. La chaîne lourde est impliquée dans les interactions avec la fibrine, l’α2-
antiplasmine et  les glycoprotéines riches en histidine. Elle est composée de cinq domaines 
« kringles ».  
Lorsque la plasmine est produite, elle reste liée à la fibrine par son site LBS. Tant que 
la plasmine reste adsorbée à la fibrine, elle ne peut être inhibée par l’α2-antiplasmine qui 
interagit également au niveau du site LBS. Par contre, lorsque la plasmine est dans la phase 
soluble circulante elle est rapidement inhibée. 
La fibrine et le fibrinogène sont les substrats physiologiques majeurs de la plasmine. 
Elle est également capable de se lier à la membrane des cellules où elle agit directement sur 
les protéines de la matrice extracellulaire MEC, telles que la fibronectine, la laminine, les 
protéoglycanes et le collagène de type IV.  
 Les activateurs du plasminogène 2.2.
Il existe dans le corps humain deux types d’activateurs du plasminogène : l’activateur 
tissulaire du plasminogène (tPA) et l’activateur du plasminogène de type urokinase (uPA) 
(Fig. 4). tPA est le principal activateur du plasminogène dans le sang. Ces deux enzymes 
appartiennent à la famille des protéases à sérine, qui est caractérisée par la présence de la 
triade : sérine, histidine, aspartate situés très proches les uns des autres dans le site actif, la 
sérine servant de nucléophile pour attaquer la liaison peptidique de la protéine substrat. 
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Figure 4 : Action d’uPA et de tPA dans le système fibrinolytique, PDF : produits de dégradation de la fibrine. 
 L’activateur tissulaire du plasminogène (tPA) 2.2.1.
L'activateur tissulaire du plasminogène (tPA : tissue Plasminogen Activator) est une 
enzyme protéolytique sécrétée par l'endothélium vasculaire plusieurs jours après la lésion 
de celui-ci. Sa fonction physiologique principale est l’activation du plasminogène en 
plasmine. 
Il est constitué de 527 ou 530 acides aminés et il existe sous deux formes : la forme 
simple chaîne et la forme double chaîne.3 La forme simple chaîne est la forme native de tPA 
sécrétée par les cellules endothéliales alors que la forme double chaîne résulte de l’activité 
protéolytique de la plasmine. Le passage de la forme simple chaîne à la forme double chaîne 
se fait par coupure au niveau de la liaison Arg275-Ile276.4 Les deux brins de la forme double 
chaîne sont maintenus ensemble par un seul pont disulfure. Contrairement aux autres 
protéases à sérines, la forme simple chaîne de tPA a également une activité protéolytique.5 
L’activité catalytique de la forme double chaîne est seulement 5 à 10 fois supérieure. 
tPA est constitué de 4 domaines  (Fig. 5): 
 Une région NH2 terminale constituée de 47 résidus (résidus 4 à 50) aussi appelée 
domaine « finger like». Ce domaine est en partie responsable de l’affinité pour la 
fibrine. 
 Le domaine du facteur de croissance épidermique (EGF : epidermal growth factor) 
comprenant les résidus 50 à 87. Ce domaine assure la liaison avec des récepteurs 
spécifiques des cellules endothéliales.6,7 
 Deux régions « kringle » (K1 et K2) comprenant les résidus 87 à 176 et 177 à 262. Ces 
deux domaines possèdent une forte homologie avec les 5 régions « kringle » du 
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plasminogène et assurent l’affinité de tPA pour la fibrine. L’interaction entre tPA et la 
fibrine augmente l’activation du plasminogène de 200 à 400 fois8,9 et permet 
également de localiser la formation de plasmine au niveau du caillot, empêchant 
ainsi l’activation systémique du plasminogène.10 
 Un domaine protéase à serine incluant les résidus 276 à 527. Le site actif se situe au 
niveau des résidus His322, Asp371, et Ser478. Cette région clive la liaison Arg561-Val562 du 
plasminogène pour l’activer en plasmine. 
 
Figure 5 : Domaines de tPA. F : domaine finger like, K1 et K2 : domaines kringle, EGF : domaine du facteur de croissance 
épidermique, P : domaine protéase à sérine, la triade catalytique His322 Asp371 et Ser478 est représentée par les points 
noirs. Le site de clivage pour la conversion en forme deux chaînes est indiquée par une flèche. Les ponts disulfures sont 
représentés par des pointillés. D’après : http://www.coachrom.com/docs/monographien/Monographie_t-PA.pdf. 
Les données cinétiques montrent que le mécanisme de l’adsorption de tPA et du 
plasminogène sur la fibrine est séquentiel et ordonné, résultant en un complexe cyclique 
ternaire.8 La formation de ce complexe permet d’augmenter l’affinité de tPA pour le 
plasminogène. La plasmine alors formée se lie à la surface de la fibrine par son site de liaison 
à la lysine. Son site actif devient inaccessible provoquant un fort ralentissement de sa 
désactivation par l’α2-antiplasmine (t1/2 environ 10-100 s). Lorsque la plasmine est produite 
sous sa forme libre elle est rapidement inhibée par l’α2-antiplasmine (t1/2 environ 0,1 s).
11 
Il existe plusieurs inhibiteurs de tPA : l’inhibiteur des activateurs du plasminogène de 
type 2 (PAI-2), l’inhibiteur des activateurs du plasminogène de type 3 (PAI-3 ou inhibiteur de 
la protéine C), la protéase nexine, l’α2-macroglobuline, l’inhibiteur de la trypsine. Mais 
l’inhibiteur des activateurs du plasminogène de type 1 (PAI-1) est sans conteste le plus 
efficace dans le plasma. 
tPA a longtemps été considéré comme un activateur primaire du plasminogène, 
cependant des études récentes12–14 ont montré qu’il est également présent dans le système 
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nerveux central où il influence la plasticité synaptique et agit comme régulateur de la 
perméabilité de l’unité neurovasculaire. 
 L’activateur du plasminogène de type urokinase (uPA) 2.2.2.
L’activateur du plasminogène de type urokinase (uPA) est une protéase à sérine 
composé de 411 acides aminés. Il est sécrété par de nombreux types cellulaires dont les 
cellules épithéliales, endothéliales, les polynucléaires neutrophiles, les monocytes et les 
cellules tumorales. On le trouve dans le plasma à une concentration d’environ 3,5 ng.mL-1 et 
dans l’urine à plus de 200 ng.mL-1.15 Il est localisé à la surface cellulaire, car son domaine 
d’homologie aux facteurs de croissance le dirige vers la membrane plasmique des cellules 
exprimant le récepteur u-PAR. 
La structure d’uPA est composée de trois domaines :  
 Un domaine N terminal possédant une homologie avec le facteur de croissance et 
comprenant les résidus 5 à 49. 
 Un domaine « kringle » des résidus 50 à 131 possédant une forte homologie avec les 
domaines « kringle » de tPA et du plasminogène. Cependant il ne possède pas de site 
de liaison aux résidus lysines. Ce qui explique qu’à la différence de tPA, uPA ne se lie 
pas à la fibrine. 
 Un domaine protéase à sérine avec la triade catalytique His204, Asp255, and Ser356. 
Il est sécrété sous forme pro-uPA, constituée d’une seule chaîne peptidique (sc-uPA) 
et peut être activé par clivage de la liaison peptidique Lys158-Ile159 par la plasmine, la 
kallikréine plasmatique ou la cathepsine B. La forme dite active (tc-uPA) est constituée de 2 
chaînes peptidiques reliées par un pont disulfure. La forme pro-uPA possède une légère 
activité enzymatique, mais celle-ci est environ 250 fois inférieure à celle de la forme 
active.16,17 
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 L’inhibiteur des activateurs du plasminogène de type I (PAI-1) 2.3.
L’inhibiteur des activateurs du plasminogène de type I (PAI-1, aussi appelé serpine 
E1) est une glycoprotéine appartenant à la famille des serpines (SERine Protease INhibitor). 
Etant l’inhibiteur principal des activateurs du plasminogène uPA et tPA,18 PAI-1 joue un rôle 
crucial dans la régulation de la fibrinolyse.19  
 Structure de PAI-1 2.3.1.
PAI-1 est une glycoprotéine d’environ 50 kDa (379 résidus d’acides aminés) se 
présentant sous la forme d’une chaîne simple. Il peut également être exprimé recombiné 
dans les bactéries sous forme non glycosylée (43 kDa).20 Sa structure est composée de 30% 
de carbohydrates et ne contient pas de résidu cystéine. Jusqu’à présent trois conformations 
de PAI-1 ont été décrites21–24 : les formes active (Fig. 6A), latente (Fig. 6B) et clivée (Fig. 6C). 
 
Figure 6: Structures de PAI-1 dans la conformation active (A), latente (B), et clivée (C). Le feuillet  A est en vert, l’hélice F 
en jaune, et le RCL en rouge.  Les résidus du site actif R346 et M347 (P1–P10) sont respectivement  représentés par des 
sphères bleu et violette.
25
 
Comme les autres protéines de la famille des serpines, PAI-1 possède une structure 
riche en feuillets beta, et un centre réactif en forme de boucle appelé Reactive Center Loop 
(RCL, en rouge sur la Fig. 6)26 qui est exposé au solvant dans la forme active. Ce RCL est 
composé d’environ 20 acides aminés (désignés P16 à P8’) et inclut la liaison peptidique 
Arg346–Met347 (P1–P1’) qui sert d’appât pour les protéases.27 Dans la forme latente, le  RCL 
est inséré dans le feuillet  A, rendant le centre réactif (P1-P1’) inaccessible et cette 
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conformation beaucoup plus stable que la forme active. Dans les conditions physiologiques, 
la forme active est convertie spontanément en forme latente avec une demi-vie d’environ 1 
à 2 heures à 37°C.28 Par contre, lorsque PAI-1 est lié à la vitronectine (Vn), celle-ci le stabilise 
dans sa forme active (Voir partie 2.4.2 sur interaction PAI-1/Vn). In vitro, il est possible 
d’allonger le temps de vie de PAI-1 en jouant sur la nature du milieu, une forte concentration 
en NaCl et un pH acide augmentent le temps pendant lequel PAI-1 reste sous forme active.28 
Il est également possible de restaurer l’activité inhibitrice de la forme latente in vitro par 
dénaturation. Une réactivation limitée peut s’opérer in vivo sur une membrane de 
phospholipides chargée négativement. PAI-1 est la seule serpine capable de passer, de 
manière réversible, d’un état actif à un état latent.29 Enfin, en plus de la forme latente, il 
existe une seconde forme inactive, appelée forme clivée. Dans cette forme, le RCL est inséré 
entre les brins du feuillet  mais la liaison P1-P1' a été clivée par une protéase. 
 Réaction entre PAI-1 et les sérines protéases 2.3.2.
Les étapes majeures de la réaction entre PAI-1 et la protéase sont :  
 La formation d’un complexe de Michaelis réversible, la liaison P1-P1' du RCL s'insère 
dans le site actif de la protéase (Fig. 7). 
 La formation d’un intermédiaire  acyl-enzyme dans lequel le site actif de la protéase à 
sérine se lie au groupe hydroxyle du résidu P1 par une liaison ester covalente.30 
 L’insertion du côté N-terminal du RCL (P16-P3) dans le feuillet  A, relogeant ainsi la 
protéase sur le côté opposé de PAI-1.31 Si l’insertion sur le RCL est entravée, PAI-1 
devient alors un substrat de la protéase et non plus un inhibiteur.23,31 
 La distorsion du site actif de la protéase et donc l’inhibition.32 
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Figure 7: Mécanisme d’interaction entre les protéines PAI-1 et uPA, d’après Loskutoff  and coll.
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PAI-1 interagit également avec d’autres ligands qui ne sont pas des protéases comme 
la vitronectine ou la protéine C activée.34 Il peut également se lier à l’héparine avec une 
grande affinité, ce qui lui permet de s’ancrer dans la matrice d’une façon différente,35 cette 
liaison n’influençant pas son activité.  
 Fonction de PAI-1 2.3.3.
PAI-1 joue un rôle essentiel dans la régulation de la fibrinolyse intra et extracellulaire. 
Mais il est également impliqué dans de nombreux processus physiologiques et 
pathologiques comme la migration cellulaire, le remodelage de la matrice extracellulaire, la 
nidation, le développement embryonnaire, et l’invasion tumorale. 
 Fibrinolyse  
Un des principaux rôles de PAI-1 in vivo est de réguler la fibrinolyse à travers 
l’inhibition des activateurs du plasminogène : tPA et uPA. En se liant à ces activateurs, PAI-1 
bloque l’activation du plasminogène en plasmine et par conséquent l’hydrolyse du caillot de 
fibrine (Voir X partie sur la fibrinolyse). PAI-1 est ainsi le principal inhibiteur de t-PA et u-PA. 
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Les constantes cinétiques du second ordre sont respectivement de 0,45 × 107 M-1s-1 et 2,7 
107 M-1s-1.20 
 Remodelage matriciel  
PAI-1 est également impliqué indirectement dans le remodelage matriciel, en 
interagissant avec les métalloprotéases matricielles (MMP). Les MMPs sont des enzymes 
capables de dégrader la plupart des composants de la matrice extracellulaire. La plasmine 
joue un rôle important dans le système des MMPs. Elle peut activer la plupart des MMPs (1, 
3 ,9 10, 12), dégrader différentes protéines matricielles (fibronectine, laminine ou collagène 
IV) et inhiber les inhibiteurs des MMPs. Ainsi en inhibant tPA, PAI-1 inhibe également la 
formation de la plasmine et donc son activité vis-à-vis des MMPs. 
 Adhésion et migration cellulaire  
La migration cellulaire nécessite une protéolyse péricellulaire ainsi qu’une alternance 
de détachement et d’adhésion des cellules à la matrice extracellulaire (MEC). Les cellules 
adhèrent à la MEC en utilisant plusieurs types de récepteurs comme les intégrines, les 
protéoglycanes et le récepteur membranaire à l’urokinase (uPAR).  
D’un côté PAI-1 agit sur la migration cellulaire par l’intermédiaire de l’intégrine αV3 
qui possède un site de liaison à la Vn. En effet le dépôt de vitronectine sur des sites de lésion 
induit normalement un changement conformationel qui provoque l’exposition du site de 
liaison de l’intégrine (Arg-Gly-Asp) qui promeut la migration cellulaire. Quand PAI-1 est lié à 
la vitronectine, il inhibe la migration cellulaire en bloquant le site de liaison RGD (acide 
arginylglycylaspartique, un tripeptide composé d’une arginine, d’une glycine, et d’un acide 
aspartique) de la vitronectine. PAI-1 influence également la migration cellulaire à travers 
l’inhibition d’uPA. En effet lorsqu’uPA est lié à son récepteur uPAR, l’activité protéolytique 
est focalisée à la surface cellulaire permettant aux cellules migrantes de dégrader ou 
modifier la barrière tissulaire. PAI-1 est capable d’inhiber uPA lorsqu’il est lié à son récepteur 
uPAR en formant un complexe ternaire. Celui-ci est rapidement internalisé, PAI-1 et uPA 
sont dégradés alors qu’uPAR est recyclé. Ce rôle de PAI-1 limite la protéolyse péricellulaire et 
donc l’espace disponible pour la migration cellulaire.36 
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D’un autre côté, PAI-1 peut également avoir un effet pro-migratoire. Le récepteur 
uPAR possède un site de liaison à la Vn, ce qui favorise l’adhésion de la cellule à la MEC. PAI-
1 et uPAR sont en compétition pour un domaine de liaison commun situé à l’extrémité N-
terminale de la vitronectine, proche de la séquence RGD qui se lie aux intégrines αvβ3.
37 
Lorsque la vitronectine se lie à PAI-1 (avec une plus grande affinité que pour le complexe 
PAI-1/uPAR), cela prévient l’adhésion cellulaire entre uPAR et la MEC riche en vitronectine et 
favorise donc le détachement des cellules. 
Enfin, in vitro, la présence de PAI-1 inhibe la migration et l’adhésion cellulaire 
dépendant de la vitronectine. Toutefois, ces interactions peuvent avoir d’autres 
conséquences. La vitronectine peut jouer le rôle de navette pour transférer PAI-1 sur uPA lié 
à uPAR.38 Une fois transféré, PAI-1 subit des changements conformationels qui détruisent 
son affinité pour la vitronectine et favorisent sa dégradation après endocytose, via un 
processus qui implique des interactions entre le complexe uPAR/uPA/PAI-1 et les LRP 
(lipoprotein receptor-related proteins).39  
Sur la base de ces interactions, il semble paradoxal que dans beaucoup de situations 
in vivo, PAI-1 facilite plus qu’elle n’inhibe la migration cellulaire. C’est particulièrement le cas 
dans la biologie des cellules cancéreuses, pour lesquelles une forte concentration de PAI-1 
prédit un phénotype métastatique plus agressif.40 Des études récentes chez des souris dont 
le gène PAI-1 est éteint, confirment cette association, beaucoup plus de métastases sont 
observées chez les souris sauvages par rapport aux souris déficientes en PAI-1.41 Le 
mécanisme impliqué dans cette régulation ferait intervenir des interactions PAI-1/protéases 
et non PAI-1/vitronectine.42  
Cependant, les bases moléculaires des effets pro-migratoires de PAI-1 ne sont pas 
entièrement connues et il semblerait que les effets pro ou anti-migratoires soient 
dépendants de la concentration en PAI-1.43 
 Angiogenèse et formation de métastases 
L’angiogenèse est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux 
pré-existants. C’est un processus qui intervient en conditions physiologiques normales 
(cicatrisation, développement embryonnaire…) mais également en conditions pathologiques 
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(progression tumorale, développement de métastases…). Le rôle de PAI-1 dans 
l’angiogenèse n’est pas encore entièrement connu et reste controversé. Certaines études 44–
47 l’ont décrit comme ayant un effet pro-angiogénique, quand d’autres l’ont décrit comme 
anti-angiogénique.48–50 Ces résultats dépendent des conditions expérimentales, de l’origine 
des cellules et du stade d’avancement du cancer. De plus, il a été montré que l’effet de PAI-1 
sur l’angiogenèse dépendait de sa concentration.51,52 A des concentrations physiologiques 
PAI-1 favoriserait l’angiogenèse alors qu’à des doses plus élevées, il serait au contraire anti-
angiogénique. 
 Régulation 2.3.4.
L’activité de PAI-1 est finement régulée au niveau transcriptionnel. Le régulateur 
majeur de l’expression et de l’activité locale de PAI-1 est le TGF-β (Transforming Growth 
Factor β). L’activité du TGF-β est elle-même indirectement régulée par PAI-1, car uPA est 
capable d’activer le TGF-β latent. En plus de la régulation au niveau transcriptionnel, 
l’activité de PAI-1 est également contrôlée par l’environnement. Lorsqu’elle n’est pas liée à 
la vitronectine, la forme active de PAI-1 a un temps de demi-vie très court (quelques 
minutes). Lorsque PAI-1 est lié à la Vn le temps de demi-vie est multiplié par 10. 
En conditions physiologiques, PAI-1 est sécrété dans la circulation et dans les espaces 
extracellulaires par quelques types cellulaires. Les sources principales de PAI-1 sont les 
hépatocytes, les cellules musculaires lisses, les adipocytes et les plaquettes. Il en résulte une 
concentration plasmatique assez faible, d’environ 20 ng.mL-1, suffisante pour contrôler la 
fibrinolyse et la protéolyse extracellulaire. En conditions pathologiques, toutefois, plusieurs 
autres tissus sécrètent de grandes quantités de PAI-1, comme par exemple les cellules 
tumorales, les cellules endothéliales en réponse aux cytokines inflammatoires et d’autres 
cellules activées par l’inflammation. 
 Pathologies 2.3.5.
Comme on a pu le voir PAI-1 est impliqué dans de nombreux processus 
physiologiques, et il est présent à de faibles concentrations chez les individus sains. 
Cependant son expression est très souvent induite dans le cas de plusieurs pathologies 
comme les maladies cardiovasculaires, l’obésité, le diabète et dans de nombreux cancers. 
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 Maladies cardiovasculaires 
Plusieurs études ont montré qu’un taux plasmatique élevé en PAI-1 pouvait être 
positivement corrélé avec un risque accru de développer des maladies cardiovasculaires 
telles que la thrombose, l’infarctus du myocarde, la sclérose vasculaire, ou encore 
l’athérosclérose.  
L’athérosclérose est un processus pathologique conduisant à l’épaississement de la 
paroi des artères. Le dépôt de cholestérol sur la paroi artérielle déclenche une série de 
phénomènes complexes aboutissant à la formation de plaques d’athérome. Ces plaques sont 
formées d’une accumulation de cholestérol, de protéines et de diverses cellules. La lumière 
artérielle est réduite, ce qui peut entraver la circulation sanguine et provoquer un accident 
vasculaire. Il a été montré qu’une surexpression de PAI-1 pouvait être reliée avec le 
développement d’athérosclérose et ce plus particulièrement dans le cas de patients 
souffrant de diabètes.53,54 Des augmentations localisées de PAI-1 au niveau des plaques 
d’athéromes ont été décrites chez l’homme.55,56 
Une thrombose est la formation d’un thrombus obstruant un vaisseau sanguin. Le 
thrombus peut se développer dans la circulation veineuse et entraîner une thrombose 
veineuse ou dans la circulation artérielle et conduire à une occlusion artérielle avec ischémie 
voire infarctus. Son détachement et sa migration sont appelés  embolie et peuvent entraîner 
une embolie pulmonaire ou un accident vasculaire cérébral (AVC). La formation de thrombus 
dans les artères est le plus souvent la conséquence d’une athérosclérose préexistante. 
Divers facteurs génétiques et environnementaux influencent le développement de 
thromboses. De par son action dans le système fibrinolytique, PAI-1 joue un rôle clef dans le 
développement de ces maladies. Plusieurs études57–59 sur des souris génétiquement 
modifiées pour invalider ou au contraire surexprimer le gène codant pour PAI-1 ont montré 
que la protéine favorise le développement de thromboses veineuses et artérielles. PAI-1 
contribuerait également à la résistance aux anti-thrombotiques administrés. Une déficience 
en PAI-1  prolongerait le temps d’occlusion lorsqu’on induit une thrombose par traitement 
photochimique chez des souris.60 Des taux élevés en PAI-1 circulant sont observés chez les 
diabétiques et chez les jeunes après un infarctus du myocarde. En général, un taux élevé en 
PAI-1 est un facteur de risque pour le développement d'un infarctus.61–64 Ainsi, une 
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réduction du taux de PAI-1 pourrait réduire la stabilité, la persistance et la formation de 
thrombi.  
 Obésité et diabète 
L’augmentation du taux de PAI-1 circulant est un marqueur de résistance à l’insuline 
et de diabète de type 2.62 En effet, PAI-1 est synthétisé dans les tissus adipeux et on peut 
corréler son taux avec l’indice de masse corporel (IMC) et les marqueurs de la résistance à 
l’insuline.65 Plusieurs études66–68 ont rapporté que le glucose, l’insuline et les VLDL (very low 
density lipoproteins) sont capables de stimuler l’expression de PAI-1. D’autres études69–71 
ont montré que des souris déficientes en PAI-1, sont protégées contre l’obésité et le 
développement de résistance à l’insuline lorsqu’elles sont nourries avec un régime riche en 
graisses. Enfin Crandall and coll.69 ont rapporté l’effet d’une petite molécule (PAI-039) 
inhibitrice de PAI-1, sur des souris. Dans le cas d’une alimentation riche en graisses, 
l’administration de PAI-039 (voir paragraphe 3.4.2) permet de réduire le volume 
d’adipocytes, ainsi que le taux de triglycérides dans la circulation, de glucose, de leptine 
(hormone peptidique qui régule les réserves de graisses dans l'organisme et l'appétit en 
contrôlant la sensation de satiété) et des marqueurs de résistance à l’insuline. 
 Cancer 
En influençant la prolifération, la migration, l’invasion cellulaire et l’apoptose, le 
système fibrinolytique est fortement impliqué dans le développement de tumeurs malignes. 
Il y a par exemple une corrélation entre l’expression d’uPA et de son récepteur uPAR dans 
plusieurs tumeurs et un mauvais pronostic vital. Cet effet est vraisemblablement dû à une 
augmentation locale de la protéolyse et de la dégradation de la MEC et par conséquent de 
l’invasion tumorale. Des études33,72,73 ont également mis en évidence qu’une forte 
concentration en PAI-1 dans des extraits de tumeurs malignes est un des marqueurs les plus 
significatifs de mauvais pronostics dans de nombreux cancers (sein, ovaire, intestin, 
colorectal, poumon, rein, et cerveau). Cet effet régulateur de PAI-1 peut être dû à une 
inhibition directe d’uPA, à son interaction avec la vitronectine ou à sa liaison avec le 
complexe uPA/uPAR. Cependants les résultats obtenus dans la littérature apparaissent 
contradictoires. Ces différences d’observation peuvent être expliquées par le fait que 
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l’activité protéolytique et non protéolytique du système uPA/uPAR se fait en même temps. 
L’effet de PAI-1 dépend de nombreux paramètres comme le niveau d’expression de uPAR, 
des intégrines, et des récepteurs à l’endocytose, ainsi que de la quantité de vitronectine et 
de la composition de la MEC en général.74 PAI-1 peut aussi influencer la progression 
tumorale par ses effets sur l’angiogenèse75 ou sur l’apoptose.76  
La relation exacte entre PAI-1 et le développement de tumeur n’est pas encore 
complètement élucidée. Cependant, PAI-1 semble agir à plusieurs niveaux et reste une cible 
potentielle pour le développement de nouveaux anticancéreux. 
 La vitronectine 2.4.
La vitronectine ne fait pas à proprement parler partie du système fibrinolytique mais 
de par ses interactions avec plusieurs acteurs de ce système et notamment PAI-1, elle agit 
indirectement sur la fibrinolyse. 
 Structure et fonction 2.4.1.
La vitronectine (Vn) est une glycoprotéine circulatoire de 75 kDa présente dans le 
plasma et déposée sous forme fibrillaire dans la MEC de nombreux tissus77,78 et notamment 
des tissus lésés. Elle existe sous deux conformations, l’une native dite "fermée" et l’autre 
dite "étendue". La vitronectine plasmatique est dans la conformation fermée, tandis que la 
Vn matricielle est dans la conformation étendue.79 
Cette protéine est constituée de trois domaines80,81 :  
 Le domaine N-terminal (aussi appelé Somatomédine B (SMB), qui comprend les 
résidus 1 à 53.  
 Un domaine central (résidus 131 à 342) ayant une homologie avec l’hémopexine et 
relié au domaine SMB par un « linker » (résidus 54 à 130).  
 Un domaine C-terminal (résidus 347 à 459) qui a également une homologie avec 
l’hemopexine et contient le site de liaison à l’héparine.81  
Il n’existe pas de structure cristalline de haute résolution de la protéine entière, mais 
seulement du domaine N-terminal. Celui-ci a d’abord été résolu par co-cristallisation avec 
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PAI-182 puis par étude RMN 2D.83,84 L’étude RMN a permis de déterminer la localisation des 
ponts disulfures (Fig. 8) et celle de la séquence RGD  qui lie les intégrines. Les structures 
obtenues par les deux méthodes ne se superposent pas parfaitement, notamment au niveau 
de la localisation des ponts disulfures.  
 
Figure 8 : Domaine SMB de la vitronectine déterminé par RMN [84], les  ponts disulfures sont représentés en jaune  et la 
séquence RGD en vert. 
Le rôle biologique de la vitronectine n’est pas encore complètement élucidé. En effet 
cette glycoprotéine intervient dans de nombreuses fonctions physiologiques, comme la 
coagulation, la fibrinolyse, l’inflammation, la protéolyse péricellulaire, l’adhésion et la 
migration cellulaire,85–88 grâce à des interactions avec un grand nombre de biomolécules 
impliquées dans ces différentes fonctions (Fig. 9). 
 
Figure 9 : Fonctions biologiques principales dans lesquelles la vitronectine est impliquée. 
Par l’intermédiaire du domaine SMB, la vitronectine est capable de se lier à la fois 
avec PAI-1 et avec uPAR. Ces deux molécules se trouvent ainsi en compétition pour le même 
site de liaison.89 La liaison PAI-1/vitronectine est possible avec les deux conformations 
fermées et étendues de la vitronectine. Par contre, uPAR se lie préférentiellement à la 
conformation étendue de la Vn. De plus, les intégrines αvβ1, αvβ3, αvβ5, αIIbβ3 et α8β1 
peuvent se lier à la séquence RGD de la vitronectine. PAI-1 entre aussi en compétition au 
niveau de ces interactions.90,91 
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 Interaction entre la vitronectine et PAI-1 2.4.2.
La plupart du PAI-1 circulant est complexé à Vn.92–95 En effet, l’interaction entre ces 
deux protéines se fait avec une grande affinité (Kd ∼ 0,5 nM) et la concentration de la 
vitronectine circulante est de l’ordre du micromolaire alors que celle de PAI-1 est seulement 
de l’ordre du nanomolaire. Cette liaison permet une stabilisation de PAI-1 doublant  ainsi 
son temps de demi-vie.96 La conformation latente de PAI-1 a une affinité beaucoup plus 
faible pour la vitronectine que la conformation active.82,97–100 Cela suggère un mécanisme 
selon lequel la vitronectine ralentirait la transition de PAI-1 vers sa conformation latente en 
bloquant le glissement des feuillets s1A et s2A dans le « gap » entre les hélices E et F, et en 
entravant peut-être le mouvement de l’hélice F, bloquant ainsi l’insertion du RCL.82,101–105 
La co-cristallisation de PAI-1 avec le domaine SMB de la vitronectine a permis 
d’identifier la zone d’interaction 82 entre les deux protéines : le domaine somatomédine B de 
la vitronectine et la région de PAI-1 définie par le brin s2A, les hélices E et F et comprenant 
les résidus arginine 103, méthionine 112 et glutamine 125.106 Bien que la liaison se fasse 
essentiellement à travers des interactions hydrophobes, il y a une forte liaison ionique avec 
l’arginine 103 se trouvant sur le brin s2A.82,101,105,107 Cependant une forme mutante de la 
vitronectine ne possédant pas de domaine SMB garde une affinité pour PAI-1.108 Ce qui 
suggère l’existence d’un autre site de liaison. 109,110 En 2008, Peterson et coll.111 ont montré 
grâce à des mutations sur PAI-1 qu’il y a également une interaction entre la fin des hélices D 
et E de PAI-1 et un site de la vitronectine différent du domaine SMB (Fig. 10). La constante 
d'affinité pour ce site est environ 100 fois supérieure à celle pour SMB. De plus, l'affinité 
pour ce second site est la même pour la forme latente que pour la forme active de PAI-1. En 
2009, Andreasen et coll.112 ont proposé un modèle selon lequel l’interaction entre la 
vitronectine et PAI-1 se fait en deux étapes non covalentes avec un changement de 
conformation pour la vitronectine et/ou PAI-1 et une stœchiométrie 1:1. Cependant la  
stœchiométrie du complexe PAI-1/Vn est encore en discussion.  
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Figure 10: Régions importantes de PAI-1 dans l’interaction avec la vitronectine. A, structure en ruban de  PAI-1 active 
(Protein Data Bank (PDB) 1OC0),  B et C, modèles de PAI-1 en conformation active (PDB 1OC0) et latente (PDB 1LJ5).  Les 
acides aminés impliqués dans la liaison à la vitronectine sont colorés en rouge, vert et jaune. Les résidus en cyan sont 
ceux pour lesquels une mutation ne modifie pas la liaison à la Vn. Pour plus de détails voir Peterson et coll. 
111
 
3. Inhibiteurs connus de PAI-1 
PAI-1 est impliqué dans de nombreuses pathologies, et sa régulation pourrait être 
une approche thérapeutique intéressante. Cet intérêt explique que beaucoup d’inhibiteurs 
aient été développés, souvent par des entreprises pharmaceutiques à la suite de criblages à 
haut débit. Cependant, à ce jour aucun médicament mis sur le marché n’a pour cible PAI-1 et 
un seul inhibiteur est rentré en phase clinique 1. 
Plusieurs mécanismes sont possibles pour inhiber PAI-1113 : (a) bloquer stériquement 
la formation initiale du complexe de Michaelis entre PAI-1 et sa protéase, (b) empêcher le 
changement conformationel de PAI-1 associé avec la formation du complexe, transformant 
PAI-1 en substrat, ou (c) convertir PAI-1 en une forme inactive latente, ou une autre forme 
inactive. Sa complexité structurelle a fait de PAI-1 une cible compliquée, et le 
développement d’inhibiteurs puissants et sélectifs un défi.114  
Dans cette partie seront présentées les principales familles de molécules organiques 
synthétiques ou naturelles inhibiteurs de PAI-1. Les anticorps monoclonaux113 ou les 
aptamères ARN115 ne seront pas abordés. 
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 Inhibiteurs peptidiques ou pseudo-peptidiques  3.1.
La transition de PAI-1 vers l’état latent est due à l’insertion spontanée de son RCL 
entre les brins du feuillet A. Ainsi, plusieurs études ont montré l’influence d'un peptide 
mimant une partie de la séquence RCL sur l'inhibition de PAI-1.  
En 1995, le groupe d’Eitzman116 est le premier à étudier l’activité d’un peptide de 14 
acides aminés correspondant à une partie du RCL (résidus 333-346) sur PAI-1. Le peptide 
inhibe rapidement et de façon spécifique PAI-1 en bloquant la formation du complexe avec 
tPA. Le temps de demi-vie de la transition vers l’état latent de PAI-1 est raccourci de 98±18 
min à 4±3 min en présence du peptide. Cependant, lorsque PAI-1 est  pré-incubé avec la 
vitronectine l’effet du peptide est diminué de façon significative, la Vn empêchant 
probablement la mobilité du feuillet β et donc l’incorporation du peptide.  
De façon similaire, Xue et al.117 ont étudié l’activité d’un peptide correspondant à un 
plus petit fragment du RCL, le pentapeptide TVASS (résidus P14-P10). A ce jour, ils ont 
reporté la seule structure cristallographique de PAI-1 en complexe avec un peptide. La 
cristallisation a été réalisée avec la forme clivée du mutant Ala335Glu, qui est un substrat de 
tPA. Dans la structure, comme attendu, un peptide TVASS occupe la même place que  les 
résidus  P14-P10 du RCL dans la forme latente (Fig. 11). Mais de façon plus surprenante un 
second peptide identique est placé entre les brins à la suite du premier dans l’espace 
correspondant aux résidus P6-P2. L’étude de l’interaction entre TVASS et PAI-1 par 
résonance des plasmons de surface (SPR), révèle que deux pentapeptides se lient à PAI-1 
avec une constante d’association de 70 M-1.s-1 pour l’un et de 1 M-1.s-1 pour le second. Cette 
étude est en accord avec la cristallographie. Cependant, elle ne permet pas de déterminer 
lequel des deux peptides possède la meilleure affinité. Enfin, comme les autres peptides 
mimant le RCL, TVASS inhibe PAI-1 en le convertissant en substrat pour sa protéase. 
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Figure 11 : Structure du complexe PAI-1-Ala335Glu avec deux pentapeptides (Code PDB : 1A7C) d’après Xue et al.
117
 
Plus récemment,118 une étude s’est intéressée à l’activité de deux hexapeptides 
correspondant aux résidus P14-P9 et P8-P3 divisant ainsi le RCL en deux parts égales. De 
façon intéressante, les deux peptides inhibent PAI-1 mais avec des mécanismes différents. 
L’hexapeptide P14-P9 (TVASSS) convertit PAI-1 en substrat pour tPA, alors que le peptide P8-
P3 (TAVIVS) favorise la transition vers l’état latent; cette inactivation étant plus lente que 
dans le cas du P14-P9. Ainsi, chaque partie du RCL semble avoir une fonction différente : 
alors que la partie proximale serait responsable du caractère métastable de PAI-1, la partie 
distale serait impliquée dans la transition vers l’état latent.  
Ces articles démontrent que des peptides correspondants à une partie du RCL sont 
capables d’inhiber PAI-1, mais cette stratégie semble difficile à développer en tant 
qu’approche thérapeutique. Ainsi, un nouveau challenge consiste à concevoir de petites 
molécules organiques qui seraient capables de s’insérer entre les brins du feuillet  A de la 
même manière que les peptides décrits précédemment.  
Dans ce but l’équipe de Kurokawa119 a breveté en 2007 la structure de TM5001 et 
TM5007 (Fig. 12), deux molécules identifiées par criblage virtuel en utilisant la simulation par 
"docking" sur PAI-1, d’une librairie de composés.120 
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Figure 12 : Structure de TM5001 et TM5007. 
TM5001 et TM5007 inhibent de façon spécifique PAI-1 in vitro (IC50 (concentration 
inhibitrice médiane) de 28,6 et 29,2 µM respectivement comparé à 40 µM pour la 
tiplaxtinine (voir paragraphe 3.4.2) utilisée comme référence dans le test chromogénique 
avec tPA). TM5007, le plus efficace, est non toxique chez la souris, et inhibe la coagulation in 
vivo dans deux modèles différents sans prolonger le temps de saignement. En 2010, le 
même groupe publie une étude relation structure/activité (RSA) peu approfondie de dérivés 
de TM5007.121 Un an plus tard,122 une nouvelle étude RSA conduit à l’identification de 
TM5275 comme inhibiteur de PAI-1 le plus prometteur (Fig. 13).  
 
Figure 13 : Structure de TM5275. 
In vitro, TM5275 inhibe la formation du complexe PAI-1/tPA avec une valeur d’IC50  
de 5,6 µM dans un test chromogénique (comparé à 6,95 µM pour TM5007 dans ce test).123 
In vivo, TM5275 empêche la formation ou dissout les thromboses dans un modèle de rat 
avec une efficacité 6 fois supérieure à celle de TM5007, probablement grâce à une meilleure  
biodisponibilité après administration orale. In vivo, chez les primates non humains (singe 
cynomologus), TM5275 présente une efficacité  (10 mg/kg) comparable à celle du 
clopidogrel, un agent antiplaquettaire (10 mg/kg) et seulement une faible augmentation du 
temps de saignement contrairement à ce dernier. Enfin, chez le rat une combinaison de 
TM5275 et de tPA augmente le temps de la première occlusion avec un temps de 
saignement raccourci (par rapport à tPA seul). Bien que ces composés aient été conçus pour 
se lier au niveau du feuillet  A,  aucune expérience ne confirme cette zone de liaison ni leur 
mode d’inhibition. 
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 Inhibiteur possédant un coeur dicétopipérazine 3.2.
Les premières petites molécules ciblant PAI-1 ont été découvertes dans les années 
90.  En 1996, l’équipe de Charlton124 isole de la biomasse lyophilisée d’une bactérie inconnue 
du genre streptomyces, deux molécules XR330 et XR334 (Fig. 14) possédant un cœur 
dicétopipérazine.  Ces molécules montrent une bonne activité sur PAI-1 à la fois in vitro (IC50 
de 51,7 et 30 µM respectivement en test chromogénique) et ex vivo. Par exemple chez le rat, 
à 5 mg/kg, XR334 augmente la lyse du caillot de 32 % (par rapport au contrôle). Une infusion 
intraveineuse du composé double le temps de formation du thrombus chez le rat (modèle 
de thrombose provoqué électriquement dans la carotide).  
Malgré la faible solubilité de ces molécules, l’étude conduit au développement de 
plusieurs composés de la même famille : XR1853, XR5082 et XR5118 (Fig. 14). Ce dernier 
possède toujours le même motif dicétopipérazine mais substitué par un noyau thiophène. 
XR5118 présente de meilleures propriétés physicochimiques que les molécules précédentes 
et une bonne activité in vitro (IC50 de 3,5 à 6,4 µM en test chromogénique) et ex vivo. Chez le 
rat à 5 mg/kg, XR5118 augmente la lyse du caillot de 41 %, et une infusion intraveineuse du 
composé double le temps de formation du thrombus. De plus, il inhibe PAI-1 en provoquant 
l’inactivation de la protéine qui adopte alors une conformation différente de la forme 
latente connue.125 La substitution de plusieurs résidus par des alanines montre que XR5118 
empêcherait la mobilité de l’hélice F en interagissant latéralement avec le feuillet  A. Ceci 
provoquerait un changement de la conformation et de la position du RCL qui serait alors 
moins accessible aux protéases. Lorsque PAI-1 est inactivé par XR5118, il possède une 
affinité plus faible pour la vitronectine. Par contre lorsque PAI-1 est d’abord mis en contact 
avec la Vn, XR5118 est inactif. Ceci est cohérent avec les études précédentes du site de 
liaison PAI-1 sur la Vn, et montre que les deux sites d’interactions entre PAI-1 et Vn et entre 
PAI-1 et XR5118 pourraient se chevaucher.  
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Figure 14 : Structures des inhibiteurs de type des dicétopipérazines. 
En 2001, l’équipe de Charlton et Folkes,126 a mis en évidence un nouvel inhibiteur 
appartenant toujours à la famille des dicétopipérazines, XR11211 (Fig. 14). Le composé 
inhibe PAI-1 avec une valeur d’IC50 de 0,2 µM en test chromogénique, mais aucune étude 
supplémentaire n’a été publiée sur son évaluation biologique. Malgré de bonnes activités in 
vitro sur PAI-1, les molécules de la famille des dicétopipérazines ont de mauvaises propriétés 
physicochimiques (notamment leur solubilité) qui compromettent leur développement 
futur. 
En 2002, le même groupe127,128  a réalisé une nouvelle étude RSA afin de remplacer le 
motif pipérazine par un autre noyau à 5 ou 6 atomes. Selon eux, l’activité de ces molécules 
serait due à l’énolisation de l’une des deux fonctions amides du noyau dicétopipérazine. Ce 
postulat les a conduit à développer deux familles de molécules : celle des 
hydroxyquinolinones et celles des acides tétramiques. Bien que ces composés possèdent des 
activités du même ordre de grandeur que XR11211 et des propriétés physicochimiques  
meilleures, elles n’ont pas donné lieu à développement ultérieur. 
 Inhibiteur AR-HO29953XX 3.3.
En 1998, l’équipe de Deinum129 a développé un dérivé de l’acide anthranilique AR-
HO29953XX à partir d’un agent fibrinolytique connu l’acide flufénamique (Fig. 15). 
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Figure 15 : Structures de l’acide anthranilique, de l’acide flufénamique et d’AR-HO29953XX. 
Le mode d’inhibition de cette molécule a été étudié par mutagenèse dirigée, par SPR 
et par modélisation. Cependant, la structure de la forme active de PAI-1 n’était pas encore 
connue, et l’étude a été faite avec la structure de l’antithrombine comme modèle. Ces 
études montrent qu’AR-HO29953XX se lierait dans la zone de l’épitope CLB-2C8 localisée au 
niveau des résidus 128 à 145. Le site de liaison proposé est une zone hydrophobe 
comprenant la phénylalanine 114 et la valine 121, et la région contenant les trois résidus 
arginine 76, 115, et 118, l’interaction clef étant la liaison hydrogène entre l’acide 
carboxylique du composé et le résidu arginine 118.  
En 2001, Andreasen et al.130 ont étudié le mode d’inhibition de PAI-1 par de petites 
molécules chargées négativement dont AR-HO29953XX et le  Bis-ANS (sel dipotassique de 
l’acide 4,4'-dianilino-1,1'-binaphthyl-5,5'-disulfonique). Grâce à la spectroscopie de 
fluorescence et la mutagenèse dirigée, il a été montré que les molécules se lient à une zone 
hydrophobe dans la région flexible de PAI-1 décrite auparavant. La neutralisation par le Bis-
ANS et AR-HO29953XX se fait en deux étapes : premièrement PAI-1 est converti en substrat 
pour tPA puis dans un second temps PAI-1 polymérise. L’étude par fluorescence a révélé  
que le Bis-ANS et AR-HO29953XX se lient à PAI-1 avec des Kd de 0,57 ± 0,29 µM et 0,49 ± 
0,15 µM respectivement. Les IC50 sont de l’ordre de 1 µM pour le Bis-ANS et de 5 µM pour 
AR-HO29953XX.  
 Inhibiteurs possédant un noyau indène 3.4.
 Inhibiteur WAY-140312 3.4.1.
En 2003, Crandall et al.131,132 de Wyeth Research ont décrit un nouvel inhibiteur de   
PAI-1, WAY-140312 (Fig. 16) qui a une valeur d’IC50 d’environ 10 µM lors de tests 
immunofunctionel et chromogénique avec tPA ou uPA. C’est la première molécule pour 
laquelle une efficacité après administration orale a été observée chez le rat dans un modèle 
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de maladie vasculaire. Une dose orale de 10 mg/kg améliore le temps d’occlusion, réduit le 
poids du thrombus et maintient le flux artériel sans effet secondaire sur la coagulation. 
Cependant aucune étude ultérieure n’a était publiée et le mode d’action reste pour le 
moment inconnu.  
 
Figure 16 : Structure de WAY-140312. 
 Inhibiteur possédant un motif tétrahydrofurane 3.4.2.
En 2002, le groupe de Declerck 133 a identifié par criblage d’une librairie de molécules 
le composé HP129 comme inhibiteur de  PAI-1 (Fig. 17). Cette molécule également nommée 
Fendosal a déjà été décrite comme anti-inflammatoire non stéroïdien134 et a été par la suite 
brevetée pour le traitement de la maladie d’Alzheimer135 et contre des troubles oculaires.136  
 
Figure 17 : Structure du fendosal (HP129). 
L’inhibition de PAI-1 par le  Fendosal a été comparée avec celle de quatre inhibiteurs 
déjà connus : AR-H029953XX, XR1853, XR5118 et le pentapeptide TVASS. L’activité a été 
mesurée en utilisant trois tests chromogéniques (un test indirect avec la plasmine, et deux 
tests directs avec tPA et uPA) ainsi que par ELISA (dosage immuno-enzymatique sur support 
solide), SDS-PAGE (Électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate 
de sodium) et SPR. Ces trois dernières techniques permettent également de quantifier la 
formation du complexe entre PAI-1 et tPA. Ces différents tests montrent que le Fendosal est 
le meilleur inhibiteur de PAI-1 avec un IC50 compris entre 13 et 75 µM suivant la méthode 
utilisée. Lorsque HP129 est pré-incubée avec PAI-1, la protéine  est convertie en une forme 
non-réactive via la formation d’un substrat. 
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 De plus, cette étude a mis en avant la différence importante qu’il peut y avoir entre 
les valeurs d’IC50 mesurées en fonction du test utilisé. Il est donc difficile de comparer des 
IC50 provenant de tests différents, et plusieurs méthodes d’évaluation de l’activité 
biologiques sont nécessaires pour affirmer ou infirmer une activité. 
Un des inhibiteurs les plus étudiés et souvent pris comme référence dans la 
littérature est la tiplaxtinine ou PAI-039.137 Ce composé découvert par l’entreprise Wyeth 
Research grâce à un criblage à haut débit de leur librairie, possède un noyau indole sur 
lequel est greffée une fonction acide oxoacétique (Fig. 18). 
 
Figure 18 : Structure de la tiplaxtinine (PAI-039). 
Les différents tests in vitro137 (test chromogénique, test de liaison avec des anticorps 
et test d’extinction de fluorescence) montrent que la tiplaxtinine inhibe PAI-1 avec un IC50 de 
2,7 µM, que le Kd (mesuré avec PAI-1 NBD S119C) est de 480 nM et qu’elle se lie 
préférentiellement à la forme active de PAI-1. In vivo, l’efficacité de PAI-039 a été 
démontrée dans plusieurs modèles animaux.137,138 Par exemple chez le rat, son utilisation en 
traitement préventif ou curatif sur des thromboses artérielles ou veineuses, permet de 
réduire le poids du caillot et d’empêcher ou de ralentir le temps d’occlusion. De plus, aucun 
effet secondaire comme une augmentation du temps de saignement ou une modification de 
l’agrégation plaquettaire n'a été observé. Administrée à des rats ne présentant pas de 
lésions vasculaires, PAI-039 n’a pas d’effet sur le faible taux de PAI-1 circulant. Par contre, 
lors d'une lésion vasculaire lorsque le taux de PAI-1 circulant augmente (~ 5 fois), il est 
rapidement neutralisé par la tiplaxtinine. Cette molécule présente l’avantage d’être 
biodisponible après administration orale (~ 93% à une dose de 10 mg/kg). Elle a également 
été étudiée sur un modèle canin.137 Lorsqu’on provoque une thrombose occlusive dans 
l’artère coronaire, le traitement avec PAI-039 induit une reperfusion spontanée due à la 
fibrinolyse active (par rapport à un contrôle). Afin de comprendre par quel mode d’action la 
Tiplaxtinin inhibe PAI-1, Gorlatova and coll.139 ont utilisé plusieurs techniques: l’enzymologie, 
la SPR, la modélisation et la mutagenèse dirigée. Ils ont montré que PAI-039 se lie 
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spécifiquement à la forme active de PAI-1 et qu’il provoque une inhibition réversible in vitro. 
L’inhibition se fait par conversion de PAI-1 en substrat pour les protéases tPA/uPA. Ils ont 
également mis en évidence que lorsque PAI-1 est incubé avec la Vn, PAI-039 devient inactif. 
Inversement  si PAI-1 est d’abord incubé  avec PAI-039, la liaison avec la Vn est bloquée. Ces 
différentes techniques ont permis d’identifier comme site probable d’interaction une région 
entre les hélices D et E, et le feuillet 2A, c'est-à-dire le même site que pour AR-H029953XX 
qui correspond aussi à la région où se trouve le site de liaison à la Vn.  
En 2007, le même groupe a développé un nouvel antagoniste de PAI-1: PAI-749 (Fig. 
19) qui a démontré une efficacité comme anti-thrombotique dans plusieurs essais 
précliniques.140 Le composé inhibe PAI-1 avec un IC50 de 157 nM, et agirait suivant un 
mécanisme d’action dual, en inhibant la formation du complexe PAI-1/tPA et en favorisant la 
dégradation de PAI-1 par la plasmine. Cependant en 2010, une étude a montré que le 
composé n’a aucun effet sur la formation de thrombus ou la fibrinolyse dans le plasma 
humain, le rendant inutile pour un futur traitement.141  
 
Figure 19 : Structures de PAI-749 et debPAZ-417. 
Enfin en 2008, Wyeth Research a publié l’étude d’un dérivé de l’indole, l’aleplasinine 
ou PAZ-417 (Fig. 19), comme inhibiteur sélectif de PAI-1 dans le traitement de la maladie 
d’Alzheimer.142  En effet,  PAI-1 pourrait être une cible possible pour lutter contre cette 
pathologie. Les auteurs démontrent que son inhibition permet de  diminuer le niveau de 
peptides amyloïdes dans le cerveau en favorisant la formation de plasmine et la 
protéolyse des peptides -amyloïdes.  Le composé est efficace après administration orale, et 
inhibe PAI-1 avec un IC50  de 655 nM. PAZ-417 est le seul inhibiteur de PAI-1 qui a été 
développé en phase clinique 1,143 cependant aucun résultat supplémentaire n’a à ce jour été 
communiqué. 
 Inhibiteur de type benzothiophène 3.4.3.
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En 2003, l’équipe de De Nanteuil144 a publié la synthèse et l’évaluation biologique de 
dérivés construits autour d’un motif benzothiophène. Le dérivé S235225 (Fig. 20) a été 
étudié plus en détails.145 
 
Figure 20 : S235225. 
S235225 inhibe PAI-1 avec une valeur  d’IC50 comparable à celle de la tiplaxtinine ou 
de WAY-140312 lors du test chromogénique. En milieu plasmatique non purifié, l’activité du 
composé est fortement diminuée (IC50 = 260 µM). Cette différence peut être expliquée par 
une plus faible solubilité des composés dans ce milieu, par l’interaction avec d’autres 
protéines plasmatiques ou par la présence de la Vn. Pour la tiplaxtinine et WAY-140312, 
aucune activité ne peut être mesurée en milieu plasmatique probablement à cause de la Vn 
qui bloque leur site de liaison sur PAI-1. Enfin in vivo, l’injection de S235225 par voie 
intraveineuse chez le rat réduit l’activité de PAI-1 avec un effet dose-réponse pendant au 
moins 15 min.  
 Inhibiteurs dérivés du menthol 3.5.
En 2003, Ye et coll.146,147 ont identifié par criblage à haut débit d’une librairie de 
petites molécules, un composé « hit » dérivé du menthol et inhibant PAI-1 avec un IC50 de 
1,4 µM (test chromogénique avec uPA).  Une étude RSA de cette molécule a permis 
d’identifier une famille d’inhibiteurs contenant toujours un motif menthol. Parmi ces 
composés, ZK-4044 (Fig. 21) est l’inhibiteur le plus puissant avec un IC50 de 0,38 µM. Une 
étude complémentaire146,147 du composé par SPR et SDS-PAGE montre qu’il se lie à PAI-1 de 
façon dose dépendante et qu’il bloque l’interaction directe entre PAI-1 et tPA, plutôt que de 
favoriser la transition vers l’état latent comme la tiplaxtinine. Le site de liaison de ZK-4044 
avec PAI-1 n’est pas connu, mais le composé inhibe la protéine native avec un IC50 plus faible 
que pour une forme mutante de PAI-1 appelée 14-1B (mutations N150H, K154T, Q319L, 
M354I), suggérant que la zone d’interaction est proche de l’une des quatre mutations. 
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Malgré ces résultats prometteurs, ces composés ont une faible solubilité et une mauvaise 
biodisponibilité orale entravant un futur développement clinique. 
 
Figure 21 : Structure de ZK-4044. 
 Inhibiteurs polyphénoliques 3.6.
En 1999, à la suite d’un important screening d’extraits de plantes et d’organismes 
marins, la compagnie Astra Hässle AB  a identifié un mélange racémique de Sideroxylonal A-
C (Fig. 22) isolés d’extraits de la fleur d’Eucalyptus albens comme inhibiteurs de PAI-1.  Ces 
composés inhibent PAI-1 avec des IC50 de 3,3 µM, 5,3 µM et 4,7 µM respectivement
148 et 
une analyse Biacore a montré que le Sideroxylonal A se lie  directement à PAI-1. 
 
Figure 22 : Structures des Sideroxylonal A-C. 
En 2010, Lawrence et coll.149 ont également identifié, après criblage d’une librairie de 
molécules, cinq composés polyphénoliques capables d’inhiber PAI-1. Deux de ces molécules, 
l’acide tannique (IC50 = 7 nM) et l’épigallocatechin-3,5-digallate (IC50 = 91 nM) sont d’origine 
naturelle et composés de plusieurs noyaux galloyles (Fig. 23).  
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Figure 23 : Dérivés de l’acide gallique. 
L’acide gallique est environ 1000 fois moins actif que l’acide tannique (IC50 = 6,6 µM) 
indiquant que l’activité est corrélée avec le nombre de motifs galloyles.  L’acide tannique est 
un très bon inhibiteur mais sa tendance à l'aggrégation et son haut poids moléculaire 
empêche son développement comme candidat pour un essai clinique. 
 A partir de ce motif polyphénolique, l’équipe de Lawrence a synthétisé différentes 
molécules comportant un ou plusieurs motifs galloyles (Fig. 24). Ces composés possèdent 
tous de très bonnes activités sur PAI-1, avec des IC50 allant de 10 à 174 nM lors de test 
enzymatique. Deux de ces composés, un trigallate (CDE-066) et un pentagallate (CDE-082) 
inhibent PAI-1 ex vivo, et CDE-066 l’inhibe également in vivo chez la souris. Ces composés 
inhibent PAI-1 réversiblement par blocage de son association initiale avec sa protéase. 
Contrairement à la majorité des inhibiteurs de PAI-1, l’inhibition est maintenue même en 
présence de vitronectine. 
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Figure 24 : Structures des inhibiteurs polyphénoliques. 
A partir de cette étude, le même groupe a publié en 2013 une structure 
cristallographique de PAI-1 co-cristallisée avec CDE-096 (Fig. 24).150 Ce composé comme les 
précédents contient deux noyaux galloyles et un noyau trifluorométhyphényle. Comme les 
autres molécules de cette famille, CDE-096  (IC50 = 30 nM) bloque la formation du complexe 
PAI-1/tPA de façon réversible et sélective, et agirait en modulant réversiblement la 
conformation du RCL. En effet, les analyses SPR suggèrent que CDE-096 pourrait prévenir 
l’interaction entre le RCL de PAI-1 et le site actif de la protéase, non par une interaction 
directe avec le RCL mais par un mécanisme impliquant un changement allostérique. 
Contrairement à la majorité des inhibiteurs de PAI-1, CDE-096 est capable de se lier à la fois 
à la forme libre de la protéine et au complexe PAI-1/Vn. Ainsi, CDE-096 et la Vn ne sont pas 
en compétition pour le même site de liaison; mais la présence de chaque ligand réduit  
l’affinité de PAI-1 pour l’autre. Par exemple l’IC50  de CDE-096 est 14 fois plus élevée lorsque 
PAI-1 est déjà en complexe avec la Vn, mais le composé reste néanmoins actif. En résumé, 
ces résultats suggèrent que CDE-096 est capable de se lier à un site qui affecte la flexibilité 
du RCL de PAI-1, l’empêchant ainsi d’adopter la conformation requise pour se lier aux 
protéases. Il influe également sur le site de liaison de la Vn, diminuant  son affinité.  
La structure cristallographique rapporté avec le mutant 14-1B de la forme active de 
PAI-1 révèle que CDE-096 se lie à une poche définie par les résidus de la boucle s3A/s4C, des 
feuillets  B et C et de l’hélice H. Les deux unités galloyles se lient à la serpine (Fig. 25), et 
l'une des deux est insérée dans une poche profonde interagissant par liaisons hydrogène 
avec les résidus Lys176, Thr177, Gln204, Lys207 et Pro227.  
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Figure 25 : PAI-1 en complexe avec CDE-096, d’après Lawrence et al.
150
. A et B : représentation de la structure 3D  du 
complexe PAI-1/CDE-096. C: Surface électrostatique du site de liaison sur PAI-1 (les charges les plus positives sont en 
bleu, et les plus négatives en rouge). (D) Liaisons hydrogènes prédites entre les résidus de PAI-1 et CDE-096.  
Les composés polyphénoliques dérivant de l’acide gallique sont, à ce jour, parmi les 
meilleurs inhibiteurs de  PAI-1. Malheureusement leur haut poids moléculaire, les liens 
esters facilement hydrolysables  et le nombre important de groupes hydroxyles corrélés avec 
une faible  lipophilie les rendent peu attractifs comme candidats médicaments. Ainsi, aucune 
étude in vivo n’a pour le moment été publiée sur cette famille de composés.  
 Inhibiteur AZ3976 3.7.
AZ3976 151 (Fig. 26) est un inhibiteur de PAI-1 découvert en 2012 par criblage à haut 
débit. Cette molécule possède  un IC50 de 26 µM lors de test chromogénique avec tPA et un 
IC50 de 16 µM lors de tests plasmatiques de lyse de caillot. Cette molécule possède un mode 
d'inhibition unique, puisqu’elle  se lie à la forme latente de PAI-1 avec un Kd de 0,29 µM. 
 
Figure 26 : Structure d’AZ3976. 
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La structure cristallographique (Fig. 27) montre qu’AZ3976 se lie au niveau d’une 
poche profonde entre les hélices D et F et le brin 1 du feuillet β A. Cette zone est différente 
dans les formes active et latente de PAI-1, et notamment certaines liaisons hydrogènes 
présentes uniquement dans la conformation active pourraient entraver la liaison avec le 
composé. Cependant l’étude montre que même la forme latente de PAI-1 doit subir un 
changement conformationel pour se lier à AZ3976, ces changements nécessitant moins 
d’énergie pour la forme latente.   
 
Figure 27 : Structure de la forme latente de  PAI-1 en complexe avec AZ3976 d’après Fjellstrom et al.
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Lorsque la  vitronectine est ajoutée au milieu, l’effet d’AZ3976 est neutralisé, 
possiblement à cause d’un blocage stérique de la Vn. Il se peut également que celle-ci agisse 
indirectement en empêchant la formation du changement structural nécessaire à l’inhibition 
par AZ3976. AZ3976 accélère la conversion vers l’état latent, suggérant que la molécule se 
lie à une forme pré-latente et diminue l’énergie nécessaire au changement de conformation 
de  PAI-1. AZ3976 est le seul exemple de molécule agissant par ce mode d’inhibition, mais 
son fonctionnement rappelle l’inhibition par des anticorps ou des peptides.  
 Embeline 3.8.
En 2013, une troisième structure cristallographique de PAI-1 en complexe avec un 
inhibiteur, l’embeline (Fig. 28), a été publiée (PDB 3UT3).152 Cette molécule provient du fruit 
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de la plante Embelia ribes Burm. (Myrsinaceae), qui est traditionnellement utilisée pour 
traiter la fièvre, les maladies inflammatoires, et certaines maladies gastro-intestinales.153  
 
Figure 28 : Structure de l’embeline. 
Cette molécule découverte après le criblage d’une librairie de 1600 produits naturels, 
inhibe PAI-1 avec un IC50 de 1,62 µM lors de test chromogénique avec uPA. Les données 
cristallographiques et l’étude par mutagenèse dirigée, démontrent que l’embeline se lie 
dans une poche délimitée par les  hélicesD and F et le brin 2 du feuillet A. Les résidus 
impliqués dans l’interaction sont Tyr79, Asp95 et His143 (Fig. 29).  
 
Figure 29 : Site de liaison de l’Embeline (PDB 3UT3) d‘après Chen et al.
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Le site de liaison est le même que celui de AR-HO29953XX, bis-ANS,130 la tiplaxitinin 
et XR5118 et concerne également la même région que le site de liaison à la Vn. Comme pour 
la majorité des inhibiteurs, l’activité est perdue lorsque PAI-1 est pré-incubé avec le domaine 
SMB de la Vn. 
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L’embeline inactive PAI-1 en deux temps. Dans une première étape rapide et 
réversible, elle favorise la conversion de PAI-1 en substrat.  Lors d’une seconde étape plus 
lente et irréversible PAI-1 est inactivé. Une hypothèse est que l’embeline pourrait ralentir 
l’insertion du RCL dans le feuillet A et ainsi promouvoir le comportement de substrat. 
Cependant cet inhibiteur a plusieurs défauts : une affinité modeste, une solubilité limitée, 
une interaction forte avec la sérum albumine, et une inactivation par la Vn.  Malgré cela, le 
même groupe a publié en 2014154 une série d’analogues de l’embeline. Cette étude RSA 
révèle que les deux groupements hydroxyles sont essentiels pour l’activité, et l’analogue le 
plus prometteur est présenté en figure 30 (IC50 = 0,18 µM).  
 
Figure 30: Structure du meilleur analogue de l’Embeline. 
 Divers inhibiteurs 3.9.
D’autres inhibiteurs de PAI-1 ont également été décrits dans la littérature mais 
ceux-ci ont donné lieu à des études moins approfondies concernant leurs modes d’action ou 
leur évaluation biologique. On peut par exemple citer les isoquinolinediones,128 les 
hydroxyquinolinones, les acides tétramiques,127,128 la famille des pipérazines,146,155,156 celle 
des oxadiazolidinediones157 ou encore les  pyrrolin-2-ones.158,159  
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1. Introduction 
L’objectif de ce travail était de concevoir de façon rationnelle de nouveaux 
inhibiteurs de PAI-1 en utilisant la modélisation moléculaire. Pour cela, les différents 
inhibiteurs décrits dans la littérature et leurs sites d’interaction lorsqu’ils étaient connus ont 
tout d’abord été recensés afin de choisir la stratégie qui nous semblait la meilleure pour 
inhiber PAI-1.  
PAI-1 appartient à la famille des serpines qui possèdent une structure riche en 
feuillets  (nommés A, B et C), en hélice 9 hélices de A à I) (Fig. 31) et un centre réactif en 
forme de boucle nommé RCL. De plus, la conformation active de PAI-1 n’est pas stable. Elle 
est convertie en forme latente, par l’insertion du brin s4a (correspondant au RCL dans la 
conformation active) dans le feuillet  A (en bleu foncé sur la Fig. 31). 
 
Figure 31 : Structure de PAI-1 en conformation active (code PDB 1DVM), les feuillets  sont colorés en bleu, les hélices  
en orange et le RCL en violet. 
Actuellement, 17 structures cristallographiques de PAI-1 dans ses trois conformations 
actives, latentes et clivées, ont été déposées dans la PDB (Tableau 1). Cependant pour la 
forme active, seules les structures de PAI-1 possédant une ou plusieurs mutations ont été 
résolues. Des structures de PAI-1 co-cristallisée ont également été reportées, avec le 
domaine somatomedine (SMB) de la vitronectine, avec uPA ou encore avec de petites 
molécules (Tableau 1). 
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Conformation 
Code PDB 
Mutations Référence 
Résolution 
(Å) 
          Active    
3Q02 
3Q03 
W175F 
Jensen et coll. 
2011
160
 
2.3 
2.6 
1B3K 
N150H, K154T, Q319L, M354I 
(PAI-1 14-1B) 
Sharp et coll. 
1999
24
 
3 
1DVM 
N150H, K154T, Q319L, M354I 
(PAI-1 14-1B) 
Stout et coll. 
2000
161
 
2.4 
1DB2 
N150H, K154T, Q301P, Q319L, M354I 
(PAI-1 stab) 
Declerck et coll. 
2000
21
 
2.7 
3R4L Q197C, G355C 
Jankun et coll. 
2012
162
 
2.7 
Latente    
1C5G Wt 
Mottonen et coll., 
1995
163
 
2.6 
1DVN 
N150H, K154T, Q319L, M354I 
(PAI-1 14-1B) 
Stout et coll. 
2000
161
 
2.1 
1LJ5 Wt 
Stein et Baek 
(non publié) 
1.8 
Clivée    
9PAI A335P 
Declerck et coll. 
1995
164
 
2.7 
3CVM 
N150H, K154T, Q319L, M354I 
(PAI-1 14-1B) 
Jensen et coll. 
2008
165
 
2.0 
3EOX 
N150H, K154T, Q301P, Q319L, M354I 
(PAI-1 stab) 
Declerck et coll. 
2009
25
 
2.6 
En complexe    
Avec uPA 
3PB1 
N150H, K154T, Q319L, M354I 
(PAI-1 14-1B) 
Lin et coll. 
2011
166
 
2.3 
Avec TVASS 
1A7C 
A335E 
Xue et coll. 
1998
117
 
1.95 
Avec le domaine  
SMB  
1OC0 
N150H, K154T, Q319L, M354I 
(PAI-1 14-1B) 
Zhou et coll. 
2003
82
 
2.3 
Avec Embeline 
3UT3 
N150H, K154T, Q319L, M354I 
(PAI-1 14-1B) 
Lin et coll. 
2013
167
 
2.42 
Avec AZ3976 
4AQH 
Wt 
Fjellstrom et coll. 
2013
151
 
2.40 
Avec CDE-096 
4G8O 
N150H, K154T, Q319L, M354I 
(PAI-1 14-1B) 
Lawrence et coll. 
2013
150
 
2.71 
Tableau 1 : Synthèse des structures cristallographiques de PAI-1 déposées dans la PDB au moment de la rédaction. Wt : 
Wilde type. 
2. Zones d’interaction entre PAI-1 et ses inhibiteurs 
Lorsque ce travail a été initié, la seule structure cristallographique co-cristallisée avec 
un inhibiteur déposée dans la PDB, était celle codée 1A7C. Comme décrit dans le chapitre 1 
(voir paragraphe 3.1), dans cette structure les deux peptides TVASS sont insérés entre les 
deux brins s3A et s5A du feuillet  A à la place de la séquence constituant le RCL (reactive 
center loop) (Fig. 32). 
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Figure 32 : A : Structure du complexe PAI-1-Ala335Glu avec deux pentapeptides TVASS, B : vue après rotation à 90°. En 
bleu est représenté le feuillet  A et en violet les deux peptides. (Code PDB : 1A7C) 
 Cette structure permet de définir deux premiers sites d’interaction qui seront 
nommés C et D dans la suite du travail. Ces sites sont très intéressants car ils sont éloignés 
du site d’interaction avec la Vn. De plus de petites molécules pseudo-peptidiques (TM5001, 
TM5007…) ont également été conçues pour se lier dans cette même cavité grâce à une 
étude par modélisation moléculaire (voir chapitre 1 paragraphe 3.1). Ces molécules inhibent 
PAI-1 avec de bonnes activités, mais aucun test biologique de liaison n’a confirmé la zone 
d’interaction avec la protéine.121,122  
L’interaction avec d’autres inhibiteurs a également été étudiée par différentes 
techniques autre que la cristallisation. L’étude de l’interaction d’AR-HO29953XX (voir 
chapitre 1 paragraphe 3.3) a montré que la molécule se lierait dans la zone de l’épitope CLB-
2C8 localisé au niveau des résidus 128 à 145. Le site de liaison proposé est une zone 
hydrophobe comprenant la phénylalanine 114 et la valine 121, et la région contenant les 
trois résidus arginine 76, 115, et 118. La liaison hydrogène entre l’acide carboxylique de 
l'inhibiteur et le résidu arginine 118 de la protéine (en orange sur la fig. 35) représente 
l’interaction clé.  
Dans le cas de la tiplaxtinine, une étude par mutagénèse dirigée et par modélisation 
moléculaire a permis de définir un site probable d’interaction dans une région entre les 
hélices D et E, et le brin s2A (en cyan sur la fig. 35). Les résidus impliqués dans l’interaction 
sont l’arginine 76, la tyrosine 79, la lysine 80, la thréonine 93, la thréonine 94, l’asparate 95, 
la phénylalanine 114, l’arginine 118, et l’histidine 143 (Voir fig. 33).  
Zones d’interaction entre PAI-1 et ses inhibiteurs 
60 
 
 
Figure 33 : Modélisation moléculaire de la tiplaxtinine en interaction avec PAI-1 d’après Lawrence et coll.
139
 
 En 2011, Pandya et coll.156 ont décrit une molécule, nommée "5a" dans la publication 
dont ils ont étudié les interactions avec PAI-1 par modélisation. Les auteurs postulent que 
cet inhibiteur "5a" aurait la même orientation que la tiplaxtinine dans le site décrit 
précédemment (voir Fig. 34), la liaison hydrogène entre l’arginine 188 et l’acide carboxylique 
de l’inhibiteur représentant l'interaction clé.  
  
Figure 34 : A : Image de modélisation moléculaire de la tiplaxtinine (orange) et de 5a (jaune). En pointillé est indiquée la 
liaison hydrogène avec l’arginine 118 d’après Pandya et coll.
156
, B : Structure de 5a. 
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Ces trois inhibiteurs permettent de décrire un site que l’on appellera A dans cette 
étude. Sur la figure 35 les différents résidus colorés impliqués dans les interactions avec les 
inhibiteurs définissent une poche assez profonde entre les hélices D, E et F et le brin s2A. 
 
Figure 35 : Structure PDB 3Q03, en orange zone d’interaction d’AR-HO29953XX, en bleu celle de la Tiplaxtinine,  et en 
rose celle de 5a, B : Vue au niveau du site de liaison d’AR-HO29953XX, de la Tiplaxtinine, et de 5a. 
En 2003, Einholm et coll.125 ont étudié le mode d’action de la molécule XR5118. Les 
auteurs ont montré que le RCL du complexe PAI-1/XR5118 est inactif vis-à-vis de la protéase, 
et induit une structure différente de la forme latente connue. La substitution de plusieurs 
résidus par une alanine diminue l’affinité de XR5118 pour PAI-1 en  gênant la mobilité de 
l’hélice F (résidus en vert sur la fig. 36). Cette étude suggère que la molécule interagit 
latéralement au feuillet  A et qu’elle diminue l’accessibilité des protéases au RCL. Ce site 
d’interaction appelé B est très proche du site défini précédemment par la tiplaxtinine et AR-
HO29953XX. 
 
Figure 36 : Zone d’interaction proposée pour XR5118. Les résidus en vert diminuent l’affinité de la molécule pour PAI-1 
lorsqu’ils sont mutés par une alanine. 
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Au cours de ce travail de thèse, plusieurs structures cristallographiques de PAI-1 en 
complexe avec des petites molécules ont ensuite été publiées. En 2013, L’équipe de 
Fjellstrom, a reporté la structure cristallographique de PAI-1 en conformation latente en 
complexe avec AZ3976 (code PDB 4AQH).151 La molécule se lie dans une poche profonde 
entre les hélices D et F et le brin s2A du feuillet β A. La même année, une structure de PAI-1 
mutée (14-1B) en conformation active avec l’embeline a été décrite (code PDB 3UT3).152 Le 
site de liaison correspond dans ce cas à une poche délimitée par les hélicesD et F et le brin 
s2A. Les résidus principaux impliqués dans l’interaction sont la tyrosine 79, l’asparate 95 et 
l’histidine 143. En superposant les deux structures cristallographiques on peut voir que les 
deux molécules se lient dans la même zone de PAI-1. Cependant l’AZ3976 se lie au fond de la 
poche par son groupement tert-butyle (Fig. 37 en bleu), au contraire l’embeline se lie à 
l’entrée de la poche, la chaine latérale étant dirigée vers l’extérieur de la protéine (Fig. 37 en 
orange). Il s’agit du même site de liaison que celui défini précédemment par AR-HO29953XX 
et la tiplaxtinine. 
 
Figure 37 : Superposition des structures cristallographiques de PAI-1 en complexe avec AZ3976 (code PDB 4AQH, gris, 
bleu foncé et orange) et avec l’embeline (code PDB 3UT3, blanc, cyan et orange-rouge). 
 Enfin en  2014, un dernier complexe cristallographique entre le mutant 14-1B de la 
forme active de PAI-1 et l'inhibiteur CDE-096 a été publié (voir chapitre 1 paragraphe 3.6).150 
La molécule CDE-096 se lie dans une poche définie par les résidus de la boucle s3A/s4C, du 
feuillet B et C et de l’hélice  H. Les deux unités galloyles se lient à la serpine (Fig. 38), et 
un des deux est inséré dans une poche profonde interagissant par liaisons hydrogène avec 
Zones d’interaction entre PAI-1 et ses inhibiteurs 
63 
 
les résidus lysine 176, thréonine 177, glutamine 204, lysine 207 et proline 227. Le CDE-096 
permet de définir un site de liaison supplémentaire avec PAI-1 que l’on nommera E.  
 
Figure 38 : Structure cristallographique de PAI-1 en complexe avec CDE-096 (PDB 4G8O). 
En résumé, plusieurs sites d’interaction de petites molécules avec PAI-1 ont pu être 
définis grâce à la littérature (Fig 39). La tiplaxtinine,  AR-HO29953XX, AZ3976 et l’embeline 
permettent de définir un premier site que l’on nommera A, XR5118 interagit au niveau d’un 
site nommé B se situant juste à côté du site A. Les deux peptides permettent  de déterminer 
deux sites C et D situés entre les brins s3A et s5A. Et enfin un site appelé E est  défini grâce à 
CDE-096. 
 
Figure 39 : Les différents sites d’interaction connus entre PAI-1 et ses inhibiteurs. 
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L'interaction de PAI-1 avec la vitronectine est un paramètre très important à prendre 
en compte pour développer un inhibiteur efficace. En effet, l’interaction entre les deux 
protéines est très forte (Kd = 0,5 nM) et la majorité de PAI-1 en conformation active est liée 
à la Vn. Ainsi la plupart des inhibiteurs et notamment ceux connus pour interagir au niveau 
du site A de PAI-1 voient leur affinité nettement diminuée voire perdue en présence de Vn.  
 
Figure 40 : Structure de PAI-1 (PDB 1OC0) avec le domaine SMB de la vitronectine (en vert). 
Ce phénomène n’est pas surprenant puisque le site d’interaction entre PAI-1 et Vn 
se situe dans la zone des sites A et B (Fig. 40). La structure cristallographique de PAI-1 codée 
PDB 1OC0 82 ne montre qu’une partie tronquée de la vitronectine appelée domaine SMB. Or 
la Vn est une grosse protéine (75 KDa) et il est probable que son interaction avec PAI-1 
bloque une zone beaucoup plus grande que celle définie par la cristallographie (voir chapitre 
1 paragraphe 2.4.2).   
En prenant en considération ces différents éléments, nous avons choisi dans une 
première stratégie pour inhiber PAI-1 de cibler le site C défini par un des deux 
pentapeptides. En effet, ce site présente l’avantage de se situer hors de la zone d’interaction 
de la Vn, et d’être proche du RCL. Or, on sait qu’un changement de conformation du RCL 
induit en général un comportement de substrat de PAI-1 pour les protéases. Ainsi, de la 
même manière que pour le peptide, on peut supposer que si on arrive à concevoir des 
molécules qui se lient dans ce site, on pourrait inhiber efficacement PAI-1. 
Nous avions dans un premier temps exclu les sites A et B à cause de l’interaction 
avec la vitronectine.  Cependant la publication de Fjellstrom et coll.151 décrivant l’activité 
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d’AZ3976 et les tests biologiques que nous avons effectués sur cette molécule nous ont 
amenés à concevoir également des analogues d’AZ3976 et par conséquence à cibler le site A. 
Nous avons ainsi adopté deux stratégies complémentaires pour concevoir de nouveaux 
inhibiteurs de PAI-1. 
3. Principe de la conception par modélisation moléculaire 
 Conception rationnelle de molécules bioactives 3.1.
La conception rationnelle de molécules bioactives peut être définie comme le 
processus consistant à trouver de nouveaux médicaments en se basant sur les connaissances 
biologiques d’une cible. Elle regroupe deux approches principales, celle basée sur le ligand et 
celle basée sur la structure de la cible.  La première méthode prend en compte seulement le 
ligand, et non la cible. Elle peut être utilisée pour concevoir de nouvelles molécules en 
modifiant un pharmacophore connu ou pour réaliser une étude relation quantitative 
structure activité (en anglais quantitative structure-activity relationship (QSAR)). En corrélant 
les propriétés calculées et les propriétés expérimentales, il est possible dans certains cas  de 
prédire l’activité de nouveaux analogues.  
La seconde méthode appelée en anglais « structure based design » prend en 
compte le ligand et la structure de la cible biologique. L’objectif est de déterminer l’affinité 
théorique d’un composé vis-à-vis d’une cible. Il existe pour cela de nombreuses méthodes 
parmi lesquelles l’amarrage moléculaire ou la dynamique moléculaire. Cette dernière 
permet de déterminer directement des grandeurs physiques comme  l’entropie  ou 
l’enthalpie pouvant être comparées aux valeurs mesurées expérimentalement. Concernant 
la méthode d’amarrage moléculaire un score qui ne correspond pas directement à une 
valeur expérimentale sera calculé. Ce score peut être utilisé tel quel mais il est également 
possible de le corriger par divers paramètre physico-chimiques comme le nombre d’atomes 
lourds du ligand, son CLogP, son poids moléculaire… le but étant de pouvoir comparer les 
affinités des composés entre elles. Dans cette méthode la conformation du ligand est 
généralement considérée comme flexible, et la protéine peut être non flexible, en partie 
flexible (seules les chaînes latérales) ou plus rarement complètement flexible. L’amarrage 
moléculaire, nommé le plus souvent par le terme anglais de « docking » a pour principe de 
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rechercher les meilleures conformations possibles que peut adopter une molécule sur une 
cible. Les temps de calculs étant très coûteux cette recherche ne se fait pas de façon 
exhaustive, mais par l’intermédiaire de différents algorithmes  d’optimisation. Ces 
algorithmes visent à calculer les meilleurs scores avec le nombre minimal d’évaluations de 
conformation de la molécule. Il existe de nombreux algorithmes  comme par exemple ceux 
basés sur la correspondance de pharmacophores, sur la construction incrémentale, ou 
encore les algorithmes stochastiques… Parmi ces derniers, les principaux sont les 
algorithmes de Monte Carlo et les algorithmes évolutionnaires dont font parties les 
algorithmes génétiques. Les algorithmes évolutionnaires sont des méthodes d'optimisation 
génériques et itératives, s’inspirant du processus de l'évolution naturelle. Ils sont capables 
de gérer plusieurs solutions simultanément, regroupées en une population. La population 
évolue en étant exposée à une pression de sélection, dans le cas du docking les paramètres 
pris en compte correspondent aux positions, orientations et conformations du ligand et du 
récepteur. Les algorithmes évolutionnaires sont des méthodes générales pouvant 
s'appliquer à n'importe quel type de problème. Il est cependant possible de les combiner 
avec des connaissances spécifiques du problème à résoudre, afin de diriger la population 
avec plus d'efficacité.  
Une fois les conformations obtenues, la seconde étape, appelée en anglais « le 
scoring », correspond à l’évaluation des poses en leur attribuant un score qui permettra par 
la suite de les classer pour identifier les meilleurs ligands. Il existe principalement trois types 
de fonctions de scores: celles utilisant les champs de forces, celles basées sur les méthodes 
empiriques et celles exploitant les connaissances actuelles sur les structures et les 
interactions entre protéines et ligands. Il est important d’être conscient de la façon dont 
sont construites ces fonctions, car les résultats obtenus dépendent fortement des données 
utilisées lors de leur calibration.168,169 
De nombreux logiciels de criblage virtuel, proposant chacun des méthodes de 
docking et de scoring différentes sont disponibles. L’article de Sousa et coll.170  résume les 
avancées dans ce domaine depuis les dix dernières années. De plus, il est en général 
intéressant d’utiliser plusieurs logiciels ou du moins plusieurs fonctions de score pour 
comparer les résultats obtenus. En effet aucune méthode n’est parfaite, et l’utilisation d’une 
méthode par rapport à une autre dépendra en général du problème considéré.  
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 Le logiciel Molegro Virtual Docker 3.2.
Dans le cadre de ce travail le logiciel Molegro Virtual Docker a été utilisé. Ce logiciel 
repose sur un algorithme évolutif différentiel combiné avec un algorithme de prédiction de 
cavité. Cet algorithme hybride nommé MolDock171 permet grâce à la prédiction de cavité,  
une identification rapide et précise du mode de liaison potentiel des petites molécules 
"dockées". La fonction de score est une extension d’une application linéaire par morceaux 
développée par Gehlhaar et coll.172,173 et améliorée par Yang pour le programme 
GEMDOCK.174 La fonction de score de MolDock inclue également de nouveaux termes pour 
les liaisons hydrogènes et les interactions électrostatiques. Afin d’améliorer les résultats de 
la fonction de score principale, une fonction secondaire appelée « rerank » identifie les 
solutions les plus prometteuses parmi les poses définies par le docking.  
La fonction de score calcul la somme des énergies d’interactions intermoléculaires 
entre la protéine et le ligand et des énergies intramoléculaires du ligand : 
                      
Plus de détails sur le calcul des énergies peuvent être trouvés dans l’article de  
Thomsen.171 Ce logiciel est d’intérêt car il permet d’avoir accès aux différents composants de 
l’équation calculés durant le calcul et pas seulement à l’énergie totale comme c’est le cas 
pour d’autres logiciels. 
MolDock a été évalué sur 77 complexes protéine/ligand disponibles. Pour chacune 
des structures, le RMSD (root-mean-square deviation) entre la molécule dockée et la co-
cristallisation a été calculé.171 Les résultats ont été comparés avec ceux obtenus par 
plusieurs logiciels de docking (Glide175, GOLD176, FleX177 et Surflex178) et montrent que 
MolDock est capable d’identifier le bon mode de liaisons du ligand dans 87 % des complexes. 
En comparaison, la précision de Glide est de 82 % et Surflex de 75 %.  Pour  FleX  58 %  sont 
obtenus (sur 76 complexes) et pour GOLD 78 % (sur 55 complexes).  
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4. Conception de nouveaux inhibiteurs de PAI-1 : stratégie 1 
La première stratégie que nous avons choisie pour inhiber PAI-1 est de cibler le site C 
correspondant à la cavité entre les brins du feuillet  A définie par les deux pentapeptides 
dans la structure PDB 1A7C. Cette structure représente la protéine PAI-1 non mutée, en 
conformation clivée, car le RCL est coupé. Cependant ce n’est pas une véritable forme clivée 
puisque la place du brin s3A est occupée par les deux pentapeptides TVASS.  
Si on compare la structure codée PDB 1A7C aux formes latentes de PAI-1 résolues 
(Fig. 41), on peut observer que les structures se superposent parfaitement et les deux 
peptides occupent exactement la place du brin s4A. Seules les hélices D et E de la structure 
1A7C sont légèrement décalées par rapport à celles des trois autres structures. 
 
Figure 41 : Comparaison de la structure 1A7C (vert) avec les formes latentes de PAI-1  3CVM (cyan), 9PAI (orange) et 
3EOX (violet), B : vue après rotation à 90 °. 
La superposition avec les structures en conformation active  de PAI-1 (Fig. 42), montre 
que la structure tertiaire est conservée excepté pour le RCL, et le feuillet Aqui est décalé 
puisqu’il y a un brin de moins pour la conformation active. Les hélices D et F de la structure 
1A7C sont également un peu décalées par rapport à celles des autres structures.  
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Figure 42 : A : Comparaison de la structure 17AC (vert foncé) avec les formes actives de PAI-1, 3R4L (cyan), 1B3K (orange), 
1DVM (rose) et 1DB2 (vert clair) B : vue après rotation à 90 °. 
A partir de ces éléments, nous avons choisi de réaliser l’étude de modélisation 
moléculaire sur la structure 1A7C co-cristallisée avec les deux pentapeptides. En effet, dans 
la conformation latente l’espace est occupé par le brin s4A et dans la conformation active les 
feuillets sont décalés et il n’y a pas de cavité entre les brins s3A et s5A. Cependant il est très 
important de noter, que le docking sera réalisé sur une structure finale ou les deux 
pentapeptides sont insérés, mais nous n’avons aucune information sur la dynamique 
moléculaire qui a conduit à leur insertion. La question se pose de savoir si le site existe en 
absence du ou des pentapeptides. 
Avant de concevoir des molécules par modélisation, le pentapeptide co-cristallisé 
avec PAI-1 a été utilisé afin de mettre au point la méthode de calculs en regardant si celle-ci 
est capable de reproduire la conformation du complexe co-cristallisé. 
 
Figure 43 : A : En orange est représentée la conformation du peptide obtenue par docking, et en vert celle issue de la 
cristallographie, B : vue rapprochée au niveau du site de liaison de TVASS. La structure utilisée est la 1A7C. 
hF 
 
 
 
 
 
 
 
B 
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Les calculs réalisés montrent que le squelette du peptide modélisé se superpose bien 
avec celui issu de la cristallographie (Fig. 43).  Quelques résidus sont inversés, mais ce n’est 
pas surprenant car les chaînes aliphatiques sont très flexibles. Le RMSD (moyenne 
quadratique pondérée) obtenu entre les deux conformations est de 1,6 Å, cette valeur peut 
être considérée comme bonne compte tenu des chaînes flexibles du ligand. 
 Les différentes molécules imaginées ont ensuite été modélisées grâce à l’algorithme 
MolDock. Les calculs ont été réalisés avec les chaînes latérales flexibles au niveau du site.  
Pour cela, tous les résidus proches du site ont été examinés et tous ceux susceptibles 
d’interagir avec une molécule dans la cavité sont pris en compte (Fig. 44). Au total 52 
résidus, détaillés en partie expérimentale, sont considérés comme ayant une chaîne latérale 
flexible. 
 
Figure 44 : Image issue du logiciel Molegro Virtual Docker. En vert est représentée la cavité détectée par le logiciel et les 
sphères grises représentent les résidus considérés comme ayant des chaines latérales flexibles. 
Pour chaque molécule, 10 calculs indépendants appelé « runs » sont réalisés. Chacun 
de ces « runs » permet d’obtenir une pose correspondant à la meilleure conformation 
trouvée par le logiciel. L’ensemble des 10 poses obtenues est à nouveau évalué avec une 
autre fonction de score incluse dans le logiciel et appelée rerank. 
En utilisant cette méthode de calcul, nous avons choisi des molécules pouvant cibler 
la cavité entre les deux brins du feuillet  L’objectif est de trouver une molécule qui 
comme le peptide était susceptible de réaliser le maximum de liaisons hydrogène avec les 
brins de chaque côté de la cavité.  La géométrie du site montre une poche assez large à 
l’ouverture de la cavité qui se rétrécit en allant vers l’intérieur de la protéine (Fig. 45).  
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Figure 45 : Géométrie du site C (structure 1A7C). 
En partant de ces observations, du savoir-faire chimique du laboratoire et de la 
faisabilité synthétique, nous avons imaginé puis modélisé des molécules qui pourraient 
potentiellement s’insérer dans le site. Dans l’équipe, des dérivés de phénols ou comportant 
des fonctions diaryle éthers ont largement été étudié comme antiathérogènes. Ainsi leur 
synthèse fait partie du savoir-faire du laboratoire. Ce sont des motifs présents dans de 
nombreuses molécules naturelles connues pour avoir des activités biologiques 
intéressantes.179 De plus, afin de mimer le pentapeptide des motifs bioisostères des 
fonctions amides tels que les cycles triazoles ou les oxadiazoles,180 permettant de mimer les 
acides aminés d’un peptide en respectant les liaison hydrogènes tout en évitant l’hydrolyse 
enzymatique ont été privilégiés. Le motif oxadiazole est souvent utilisé en chimie médicinale 
pour ses propriétés « drug like » et de nombreux composés possédant ce noyau ont été 
décrits comme possédant des activités biologiques intéressantes (Fig. 46). Par exemple le 
Raltégravir un inhibiteur de l’intégrase du VIH mis sur le marché en 2007 par Merck, le 
furamizole un antibactérien,  ou le Nesapidil un vasodilatateur, possèdent un motif 1,3,4-
oxadiazole. L’Ataluren actif  dans le traitement de la mucoviscidose possède le cycle 
substitué en 1,2,4. Une revue sur les effets biologiques des composés comportant le motif 
oxadiazole a été publiée en 2013. 181  
 
Figure 46 : Molécules biologiquement actives possédant un motif oxadiazole. 
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De même les propriétés des triazoles ont largement été exploitées en chimie 
médicinale, car ils se comportent comme des unités de liaison rigides capables d’imiter les 
propriétés électroniques des liaisons amides. Les atomes d’azote du triazole jouent le rôle 
d’accepteurs de liaison hydrogène tandis que le proton, donneur de liaison hydrogène, peut 
mimer le proton de la fonction amide. De nombreuses molécules possédant cet hétérocycle 
ont montré des propriétés biologiques intéressantes, en tant que antihistaminiques182, 
antimicrobiens183,184, anti-tumoraux185 ou encore comme fongicides.186   
De plus, nous avons adopté une approche par fragments en modélisant d’abord de 
petites molécules puis en construisant des composés de plus en plus « volumineux » pour 
remplir la cavité et optimiser les interactions avec les différents résidus du site. Enfin, 
chaque partie de la molécule a été modifiée et de nombreux analogues ont été testés et 
comparés. Lors de la conception, la solubilité des molécules et leur poids moléculaire ont 
également été pris en compte afin de se rapprocher au mieux des règles définies par 
Lipinski.187,188 
Au total environ 150 composés ont été criblés virtuellement sur le site C. Les résultats 
nous ont permis de sélectionner deux familles d’inhibiteurs potentiels de PAI-1 dont les 
résultats sont présentés dans les tableaux 2 et 3. Dans ces tableaux, LE1 représente le score 
obtenu avec MolDock divisé par le nombre d’atomes lourds, et LE3 le score obtenu après le 
« reranking » divisé par le nombre d’atomes lourds.  
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Composé R1 R2 R3 
Masse 
moléculaire 
CLogP 
MolDock 
Score 
Rerank 
Score 
LE1 LE3 
Pentapeptide 504,5 -4,1 -199 -172 -5,7 -4,9 
1 Ph CO2Me A 435,4 2,6 - 164 -130 -5,1 -4,1 
2  CO2tBu A 477,5 3,8 -202 -152 -5,8 -4,3 
3  CH2OH A 407,4 1,9 -176 -148 -5,9 -4,8 
4 Me CO2Me A 373,3 0,5 -180 -148 -6,7 -5,5 
5  CO2tBu A 415,4 1,8 -190 -142 -6,3 -4,7 
6  CH2OH A 345,3 -0,2 -168 -135 -6,7 -5,4 
7 H CO2Me A 359,3 0,1 -173 -140 -6,7 -5,4 
8  CO2tBu A 401,4 1,3 -175 -138 -6,0 -4,8 
9  CH2OH A 331,3 -0,6 -151 -115 -6,3 -4,8 
10 Ph CO2Me B 453,4 1,8 -198 -153 -6,0 -4,6 
11  CO2tBu B 495,5 3,0 -211 -165 -5,9 -4,6 
12  CH2OH B 425,4 1,1 -190 -142 -6,2 -4,6 
13 Me CO2Me B 391,3 -0,3 -172 -136 -6,2 -4,9 
14  CO2tBu B 433,4 0,9 -191 -134 -6,2 -4,3 
15 Ph CO2Me C 438,4 2,9 -190 -150 -6,0 -4,7 
16  CO2tBu C 480,5 4,2 -192 -153 -5,5 -4,4 
17  CH2OH C 410,4 2,2 -177 -140 -5,9 -4,7 
18 Me CO2Me C 376,4 1,0 -172 -144 -6,4 -5,3 
19  CO2tBu C 418,5 2,2 -174 -127 -5,8 -4,2 
20  CH2OH C 348,4 0,3 -157 -129 -6,3 -5,2 
21 H CO2Me C 362,3 0,4 -156 -127 -6,0 -4,9 
22  CO2tBu C 404,4 1,7 -175 -140 -6,0 -4,8 
23  CH2OH C 334,3 -0,2 -166 -124 -6,9 -5,2 
Tableau 2: Résultats de la modélisation moléculaire. 
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R1 R2 R3 
Masse 
moléculaire 
CLogP 
MolDock 
Score 
Rerank 
Score 
LE1 LE3 
Pentapeptide 504,5 -4,1 -199 -172 -5,7 -4,9 
24 Ph CO2Me A 435,4 2,6 - 208 -158 -6,5 -5,2 
25  CO2tBu A 477,5 3,8 -205 -150 -5,9 -4,3 
26  CH2OH A 407,4 1,9 -196 -140 -6,2 -3,7 
27 Me CO2Me A 373,3 0,5 -169 -144 -6,3 -5,2 
28  CO2tBu A 415,4 1,8 -189 -150 -6,3 -5,0 
29  CH2OH A 345,3 -0,2 -174 -135 -7,0 -5,4 
30 PhOMe CO2Me A 465,4 1,4 -196 -143 -6,0 -4,3 
31  CO2tBu A 507,5 2,6 -220 -165 -6,1 -4,6 
32  CH2OH A 437,4 0,7 -217 -159 -7,0 -5,1 
33 Ph CO2Me B 453,4 1,8 -209 -139 -6,3 -4,2 
34  CO2tBu B 495,5 3,0 -229 -156 -6,4 -4,3 
35  CH2OH B 425,4 1,1 -204 -129 -6,6 -4,2 
36 Me CO2Me B 391,3 -0,3 -186 -140 -6,6 -5,0 
37  CO2tBu B 433,4 0,9 -188 -144 -6,1 -4,6 
38 Ph CO2Me C 438,4 2,9 -211 -154 -6,6 -4,8 
39  CO2tBu C 480,5 4,2 -217 -168 -6,4 -4,0 
40  CH2OH C 410,4 2,2 -186 -141 -6,2 -4,1 
41 PhOMe CO2Me C 376,4 1,0 -198 -145 -6,0 -4,4 
42  CO2tBu C 418,5 2,2 -207 -139 -5,8 -3,9 
43  CH2OH C 348,4 0,3 -189 -151 -6,1 -4,9 
Tableau 3 : Suite des résultats de la modélisation moléculaire. 
Pour chaque dérivé modélisé, chaque pose est analysée visuellement ainsi que ces 
interactions avec les résidus de la protéine. La valeur des scores, de LE1, LE3, les liaisons 
hydrogènes et les interactions stériques sont pris en compte pour discriminer les meilleures 
molécules. Les résultats sont également visualisés grâce au logiciel Chimera, qui a un bon 
rendu concernant la surface de la protéine. Pour cela, la structure avec les résidus flexibles 
correspondant à la pose lors du docking est utilisée. La figure 47  représente par exemple les 
résultats du docking pour les molécules 21 (A) et 38 (B).  
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Figure 47 : Molécule 21 modélisée dans le site C de 1A7C, B : molécule 38. Sur les deux  images le pentapeptide est 
représenté en bleu clair. 
Cette étude a ainsi permis de définir virtuellement deux familles de molécules 
constituées d’un noyau benzénique central portant trois substituants en positions 1, 2, 3 ou 
en positions 1, 3, 5 (Fig. 48). Les molécules sélectionnées possèdent un lien di aryle éther ou 
un phénol libre, et un ou plusieurs hétérocycles. Ces molécules ont une géométrie 
relativement plane qui devrait leur permettre de s’intercaler entre les brins du feuillet A, 
et comportent des donneurs et des accepteurs de liaison hydrogènes pour favoriser les 
liaisons hydrogène avec le squelette peptidique des brins. 
 
Figure 48 : Structures générale des composés benzéniques tri-substitués en positions 1, 3 et 5  et en positions 1, 2 et 3. 
 
 
 
A B 
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5. Conception de nouveaux inhibiteurs de PAI-1 : stratégie 2 
La seconde stratégie que nous avons choisie pour concevoir des inhibiteurs de PAI-1, 
repose sur la molécule AZ3976 décrite par Fjellstrom et coll.151 qui se lie au site A de PAI-1. 
La structure cristallographique (code PDB 4AQH) reportée avec AZ3976 est une forme 
latente non mutée de PAI-1.  Les auteurs postulent que la molécule se lie à une forme pré 
latente présente en équilibre avec la forme active et favorise la transition vers la forme 
latente. L’existence d’une forme pré latente de PAI-1 a été suggérée par plusieurs études,189–
191 mais aucune structure cristallographique n’a à ce jour été publiée. La structure de cette 
conformation est hypothétique mais les différentes équipes ont émis l’hypothèse que le brin 
s4A est partiellement inséré au niveau du feuillet  A. En 2014, Cazzolli et coll.192 ont étudié 
la transition vers la forme latente de PAI-1 à l’échelle atomique en simulant le changement  
conformationel par bioinformatique en utilisant une méthode appelée « dominant reaction 
pathways ».  La modélisation montre également que la transition vers l’état latent passerait 
premièrement par une insertion partielle du brin s4A avant son incorporation complète dans 
le feuillet (fig. 49). L’article corrobore le  mécanisme d’action décrit précédemment pour 
AZ3976 en montrant que l’inhibiteur s’arrime préférentiellement sur une forme pré-latente 
parmi les différentes conformations de PAI-1. 
 
Figure 49 : Conformations de plusieurs états intermédiaires de PAI-1 durant la transition de la forme active vers la forme 
latente.
192
 
D’autre part, si on compare la structure co-cristallisée avec AZ3976 (code PDB 4AQH) 
avec deux structures de PAI-1 en conformation latente, les hélices D et E ne se superposent 
pas totalement au niveau du site de liaison (Fig. 50). Deux hypothèses pourraient expliquer 
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ce décalage : en s’insérant le ligand AZ3976 déplacerait les hélices ou les hélices seraient 
déjà dans cette position dans la forme pré-latente et cette conformation permettrait 
justement à la molécule de s’insérer entre les hélices.  
 
Figure 50 : A : Comparaison de 3R4L (orange) avec les formes latentes 1DVN (rose) et 1LJ5 (bleu) de PAI-1,                                    
B : Comparaison de 3R4L (orange) avec les formes latentes 1DVN (rose) et 1LJ5 (bleu) de PAI-1 au niveau du site de 
liaison d’AZ3976. 
 La superposition de la structure cristallographique de PAI-1 (4AQH) avec une 
structure en forme latente (1DVM) et une structure en forme active (1DVN), montre une 
plus faible différence entre les formes latentes et actives qu’entre ces formes et la structure 
4AQH au niveau des hélices D et E (Fig. 50). En conformation active les brins du feuillet A 
sont décalés, la géométrie du site n’est donc pas la même pour les conformations latente et 
active. Ceci peut expliquer que la molécule se lie de façon préférentielle à la forme latente 
ou à une forme pré-latente. Les auteurs montrent cependant que des changements 
conformationels de PAI-1 même en conformation latente sont nécessaires afin d’interagir 
avec le ligand AZ3976. 
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Figure 51 : A : superposition de 4AQH (orange) avec 1DVN (bleu, forme active) et 1DVM (rose, forme latente). B : 
superposition de 4AQH (orange) avec 1DVN (bleu, forme active) au niveau du site de liaison d’AZ3976. 
En se référant aux résultats de la publication de Fjellstom et coll.151 et aux évaluations 
biologiques que nous avons réalisées sur AZ3976 (voir chapitre 4), nous avons conçu des 
analogues de cette molécule par modélisation moléculaire. Nous avons cherché des 
composés avec des motifs structuraux proches des molécules précédemment définies, afin 
d’exploiter les réactions chimiques mises au point au laboratoire.  
Pour cette étude, nous avons utilisé la structure cristallographique 4AQH, et appliqué 
la même méthode de calcul que pour la structure 1A7C. Au total, 19 résidus sont considérés 
avec les chaînes latérales flexibles (Fig. 52).  
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Figure 52 : Image issue du logiciel Molegro Virtual Docker sur 4AQH. En vert est représentée la cavité détectée par le 
logiciel et les sphères grises représentent les résidus considérés avec des chaînes latérales flexibles. 
Comme pour l’étude précédente, nous avons tout d’abord modélisé l’inhibiteur 
AZ3976 de manière à reproduire la cristallographie. La figure 53, montre que les deux 
bicycles ainsi que le groupement tert-butyle se superposent parfaitement, seul le cycle 
azétidine est légèrement décalé.  
  
Figure 53 : Comparaison de la structure d’AZ3976 cristallographiée (orange) avec la molécule modélisée (vert). 
La méthode de calcul a ensuite été utilisée pour modéliser les molécules conçues. 
Nous avons fait le choix de garder le groupement tert-butoxycarbonyle car celui-ci se place 
au fond du site, il paraissait donc important de le conserver pour l'ancrage au fond de la 
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cavité. Une cinquantaine de molécules ont ainsi été modélisées. Pour chaque molécule, les 
scores obtenus, les liaisons hydrogènes et les autres interactions avec les résidus sont pris en 
compte. Toutes les molécules sont également superposées avec l’AZ3976 pour comparer 
leur site de liaison. Suivant ces critères, celles donnant les résultats les plus intéressants sont 
regroupés dans les tableaux 4 et 5.  
 
 
Composé R1 R2 X Y A B 
Masse 
moléculaire 
CLogP 
MolDock 
Score 
Rerank 
Score 
LE1 LE3 
AZ3976 319,4 2,3 -140 -118 -6,0 -5,1 
44 F H C Ø O N 319,3 2,7 -144 -122 -6,2 -5,3 
45 F H C Ø N O 319,3 1,8 -139 -116 -6,0 -5,0 
46 CF3 H C Ø O N 369,3 3,4 -149 -129 -5,7 -5,0 
47 H F N Ø O N 320,3 1,5 -145 -120 -6,1 -5,2 
48 F H C N N O 334,4 3,6 -138 -113 -5,8 -4,7 
49 F H C N O N 334,4 4,3 -143 -108 -6,0 -4,5 
Tableau 4 : Résultats de la modélisation moléculaire pour les analogues de l’inhibiteur AZ3976. 
 
 
 
 
Conception de nouveaux inhibiteurs de PAI-1 : stratégie 2 
81 
 
 
Composé R1 Y A B 
Masse 
moléculaire 
CLogP 
MolDock 
Score 
Rerank 
Score 
LE1 LE3 
AZ3976 319,4 2,3 -140 -118 -6,0 -5,1 
50 CO2Me Ø O N 440,5 2,1 -185 -140 -5,8 -4,4 
51 CO2H Ø O N 426,4 1,7 -187 -144 -5,9 -4,7 
52 CO2NH2 Ø O N 425,4 -1,3 -188 -135 -6,1 -4,4 
53 CH2OH Ø O N 412,4 1,4 -177 -128 -5,9 -4,3 
54 CO2Me Ø N O 440,5 1,2 -193 -152 -6,0 -4,8 
55 CO2H Ø N O 426,4 0,8 -181 -133 -5,9 -4,3 
56 CO2Me N O N 455,5 3,7 -191 -140 -5,8 -4,2 
57 CO2H N O N 441,4 3,4 -191 -146 -6,0 -4,6 
58 CO2Me N N O 455,5 3,0 -178 -134 -5,4 -4,0 
59 CO2H N N O 441,4 2,6 -177 -137 -5,5 -4,3 
60 CH2OH N N O 427,5 2,3 -178 -126 -5,8 -4,1 
Tableau 5 : Suite des résultats de la modélisation moléculaire pour les analogues de l’inhibiteur AZ3976. 
Les résultats de l’étude de modélisation montrent que cette famille de composés 
s’arrime sur PAI-1 avec des scores comparables à ceux du composé AZ3976. Le groupement  
tert-butoxycarbonyle se place préférentiellement au fond de la poche comme pour la 
molécule de référence. Les groupements oxadiazole et triazole sont susceptibles d’interagir 
par liaisons hydrogène avec les résidus à l’ouverture de la cavité. Les résultats obtenus pour 
les composés 47 (A) et 48 (B) sont représentés sur la figure 54. Les molécules se placent au 
même endroit que l’inhibiteur AZ3976, le groupement tert-butoxycarbonyle « dock » au 
fond de la poche et les deux cycles se superposent bien avec le bicycle de la molécule 
AZ3976. 
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Figure 54 : Résultats de la modélisation moléculaire des molécules 47 (A) et 48 (B) sur le site A de la structure 4AQH. En 
orange est représentée la structure cristallographiée d’AZ3976. 
Dans une seconde approche, la modélisation moléculaire a permis de concevoir 
virtuellement une famille de molécules constituées d’un noyau phényl central portant un ou 
deux substituants hétérocycliques en position 1 et 3 (Fig. 55). En « docking » ces molécules 
interagiraient avec PAI-1 dans le site A de la même façon que avec l’inhibiteur AZ3976. 
 
Figure 55 : Structure générale des composés analogues d’AZ3976. 
En parallèle nous avons également modélisé des analogues du composé AZ3976 avec les 
deux cycles pyrimidinone et pyridine séparés par une liaison carbone-carbone  (Tableau. 6). 
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Composé n 
Masse 
moléculaire 
CLogP 
MolDock 
Score 
Rerank 
Score 
LE1 LE3 
   AZ3976 319,4 2,3 -140 -118 -6,0 -5,1 
61 1 343,4 2,1 -159 -131 -6,4 -5,3 
62 2 371,4 1,9 -152 -126 -5,6 -4,7 
Tableau 6 : Résultats pour les molécules 61 et 62 avec un espaceur entre les deux cycles azotés. 
Par modélisation les résultats des composés 61, 62 et AZ3976 sont comparables. La 
figure 56 montre que les deux structures se superposent bien, laissant penser que ces 
molécules pourraient également avoir une activité sur PAI-1. 
 
Figure 56 : Résultats de la modélisation moléculaire de la molécule 61  sur le site A de la structure 4AQH. En orange est 
représentée la structure cristallographiée d’AZ3976. 
6. Conclusion 
En conclusion de l’étude de modélisation, il faut garder à l’esprit que les sites que 
nous ciblons sont grands par rapports aux molécules modélisées, et pour chaque site un seul 
inhibiteur a été co-cristallisé. Ce qui signifie que nous n’avons pas de modèles de conformité, 
comme la gêne stérique ou une liaison que l’on sait nécessaire à l’activité à utiliser comme 
filtre.  Pour chaque molécule, nous avons regardé les interactions mais nous n’avons aucun 
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moyen de filtrer les faux positifs. Il faudrait pour cela avoir beaucoup plus d’informations sur 
l’interaction de petites molécules avec PAI-1.  
De plus pour chaque site ciblé, nous nous sommes basés sur une molécule co-
cristallisée qui impacte la structure tridimensionnelle du site de liaison. Il est impossible de 
connaitre l’influence de la molécule sur la structure du site car à ce jour il n’existe pas assez 
d’informations structurelles sur PAI-1, la structure de la conformation active non mutée 
n’ayant toujours pas été publiée.  
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Chapitre 3 
Synthèse organique des nouveaux inhibiteurs potentiels de la 
protéine PAI-1 
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L’étude de modélisation moléculaire, présentée dans le chapitre précédent, a conduit 
à la conception virtuelle de plusieurs familles d'inhibiteurs potentiels de PAI-1. Il faut 
maintenant synthétiser ces molécules pour tester leur activité sur PAI-1. Les différentes 
familles de composés partagent plusieurs structures chimiques comme un cycle oxadiazole 
et/ou triazole (Fig. 57). Ainsi la synthèse des composés cibles est basée sur plusieurs 
réactions clés utilisées pour introduire les motifs communs aux différentes familles.  
 
Figure 57 : Représentation simplifiée des molécules conçues par modélisation moléculaire. 
Des rappels bibliographiques concernant le couplage de Sonogashira, la cycloaddition de 
Huisgen et la formation d’oxadiazoles seront développés. Dans un deuxième temps la 
synthèse des composés benzéniques trisubstitués en positions 1, 3, et 5, puis ceux substitués 
en positions 1, 2, 3 définis dans le chapitre 2 sera détaillée. Enfin, la synthèse des analogues 
de l’inhibiteur AZ3976 décrits également dans le chapitre 2 sera présentée. 
1. Rappels bibliographiques 
 Couplage de Sonogashira 1.1.
La réaction de Sonogashira est une réaction de couplage sp2-sp entre un halogénure 
(ou un triflate) d’aryle ou de vinyle et un alcyne terminal (Schéma 1). Elle est catalysée par 
un complexe de palladium avec ou sans la présence d’un co-catalyseur de cuivre(I). Cette 
méthode qui présente une grande tolérance fonctionnelle est devenue la méthode la plus 
utilisée pour la préparation des aryl-alcynes et des énynes conjugués. 
 
Schéma 1 : Couplage de Sonogashira. 
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En 1955, Glaser, Chodkiewicz et Cadiot décrivent les premiers travaux sur les 
réactions d’homocouplage oxydatif d’alcynes vrais. 193 Plusieurs années plus tard, Stephens 
et Castro rapportent la préparation d’alcynes di-substitués à partir d’iodures aromatiques ou 
de bromures vinyliques et d’un cuprate d’alcyne en l’absence de palladium.194 C’est 
seulement en 1975, que Heck,195 Cassar,196 et Sonogashira et Hagihara,197 décrivent 
indépendamment les uns des autres des versions palladocatalysées de cette réaction. La 
méthode décrite par Heck est basée sur la réaction de Mizoroki-Heck.198,199 Elle utilise un 
complexe de palladium et de phosphine, la triéthylamine ou la pipéridine servant de base et 
de solvant. La méthode de Cassar repose également sur l’utilisation d’un catalyseur 
phosphine-palladium en présence de méthanolate de sodium et de  DMF. Ces deux 
méthodes présentent l’inconvénient d’utiliser des températures élevées (jusqu’à 100°C). En 
parallèle, Sonogashira et Hagihara remarquent que l’addition d’une quantité catalytique 
d’iodure de cuivre(I) accélère de façon significative la réaction et permet de travailler à 
température ambiante.197  
Bien que le mécanisme exact du couplage de Sonogashira co-catalysé par le cuivre ne 
soit pas entièrement prouvé, il est généralement admis200,201 que celui-ci implique deux 
cycles catalytiques indépendants (Schéma 2). Le complexe palladium Pd0L2 à 14 électrons est 
formé par réduction de différents complexes de palladium(II), généralement grâce à 
l’utilisation de ligands et/ou solvants donneurs d’électrons de type amines ou phosphines. Le 
cycle du palladium démarre par l'addition oxydante de l’halogénure sur le complexe de 
palladium. La nature du substrat halogéné est très importante, l’addition étant plus facile 
avec un dérivé iodé ou un triflate et lorsque la densité électronique sur la liaison C-X est 
réduite par la présence d’un groupe électro-attracteur. L’étape suivante est une 
transmétallation, connectant le cycle catalytique du palladium avec celui du cuivre.  
L’acétylure de cuivre formé dans le cycle du co-catalyseur génère un complexe qui, après 
une isomérisation trans/cis et une élimination réductrice permet d’obtenir l’alcyne couplé et 
de régénérer le catalyseur.   
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Schéma 2 : Mécanisme proposé du couplage de Sonogashira. 
 Une des difficultés du couplage de Sonogashira est son caractère fortement substrat 
dépendant. Selon la nature de l’alcyne et de l’halogénure, les conditions employées peuvent 
varier de façon très importante. L’ordre de réactivité des halogénures suit l’ordre inverse des 
énergies de liaisons C-X, en général : iodure de vinyle > triflate de vinyle > bromure de vinyle 
> chlorure de vinyle > iodure d’aryle > triflate d’aryle > bromure d’aryle  >> chlorure d’aryle.  
La nature de la base joue également un rôle important dans le couplage. Même si 
quelques bases inorganiques telles que les carbonates ont été testées, les bases utilisées 
sont presque exclusivement des amines tertiaires ou secondaires. Une étude202 a montré 
que la vitesse de la réaction de couplage entre la 3-iodopyridinone et le 
triméthylsilylacétylène diminue selon l’ordre suivant : nBuNH2 > Et3N > 
iPrNH > Et2NH > 
K2CO3. Généralement, l’amine est utilisée comme solvant de réaction. Cependant quelques 
solvants polaires aprotiques, comme le DMF ou le THF peuvent également être utilisés.  
L’utilisation de cuivre peut entraîner une réaction parasite d’homocouplage de 
l’alcyne (réaction de Glaser). Des solutions existent pour réduire ce taux d’homocouplage 
telles que la présence d’une atmosphère réductrice d’hydrogène203 ou l’addition lente de 
l’acétylène. Cependant ces méthodes sont assez contraignantes expérimentalement. De 
nouvelles méthodes sans sels de cuivre appelées « copper free Sonogashira » ont ainsi été 
développées. La réactivité du système catalytique a été améliorée pour que la présence du 
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co-catalyseur ne soit plus indispensable. De nouveaux co-catalyseurs comme le zinc ou les 
sels d’argent ont également montré une bonne efficacité. Des nouveaux métaux comme le 
nickel, le fer ou l’or peuvent aussi être utilisés à la place du palladium. En 2011, une revue 
décrivant les nouvelles avancées sur la réaction de Sonogashira a été publiée.200 
 Formation de triazoles par cycloaddition de Huisgen 1.2.
Les triazoles existent sous la forme de deux isomères : les 1,2,3 ou les 1 2,4-triazoles 
(Fig. 58). 
 
Figure 58 : Isomères du cycle triazole. 
Ils possèdent une structure aromatique, qui implique notamment une interaction 
entre les liaisons π, un grand moment dipolaire et une forte capacité à former des liaisons 
hydrogène.204 Ces motifs sont très stables dans de nombreuses conditions réactionnelles, les 
rendant faciles à travailler en synthèse multi-étapes. Dans ce travail, seul l’isomère 1,2,3 sera 
développé.  
Les 1,2,3-triazoles sont synthétisés principalement grâce à la cycloaddition 1,3-
dipolaire de Huisgen.  Cette réaction mettant en jeux un azoture et un alcyne permet un 
accès facile et direct à cet hétérocycle (Schéma 3). Dans les conditions originales 
développées par Huisgen, la réaction requiert des températures élevées et n’est 
généralement pas régiosélective puisqu’elle conduit à un mélange d’isomères 1,4 et 1,5.205 
 
Schéma 3 : Formation des 1,2,3-triazoles. 
En  2002, Meldal et al.206 et Sharpless et al. 207 reportent l’utilisation de sels de 
cuivre(I) comme catalyseurs de la cycloaddition, permettant ainsi la synthèse de  1,2,3-
triazoles substitués à température ambiante et de façon régiosélective. La réaction est dès 
lors baptisée CuAAC pour « Copper-catalysed Azide-Alkyne 1,3-dipolar Cycloaddition ». 
L’ajout de cuivre permet d’augmenter la  vitesse de la réaction d’un facteur 107 par rapport 
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au procédé thermique.208 Cette réaction présente l’avantage de ne pas être affectée de 
façon significative par l’encombrement stérique et les propriétés électroniques des 
groupements substituants l’alcyne et l’azoture.  
En 2002, le groupe de Sharpless207 propose un premier mécanisme catalytique pour 
cette réaction (Schéma 4). Lors de la première étape, il y a formation d’un complexe Cu-
acétylure, puis d’un complexe Cu-acétylure-azoture. Ce dernier se cyclise pour former un 
métallo-cycle intermédiaire. Une fois le triazole formé, il y a régénération du catalyseur par 
coupure de la liaison Cu-C. Une étude théorique par DFT (Discrete Fourier Transform) 
réalisée par la même équipe208 permet de confirmer l’hypothèse de la formation de 
l’intermédiaire Cu-acétylure. En 2007, Straub et al.209 réussissent à isoler un complexe 
intermédiaire Cu(I)-triazole. Cependant, le rôle et la nature exacte des complexes de cuivre 
mis en jeux lors du cycle catalytique restent encore peu connus.209 
 
Schéma 4 : Cycle catalytique de la CuAAC
207
. 
La réaction CuAAC nécessite un catalyseur au cuivre(I). Pour cela plusieurs méthodes 
ont été utilisées. La réaction peut se faire en présence sels de cuivre(I) comme l’iodure de 
cuivre, l’utilisation d’une base permet de faciliter la formation du complexe Cu-acétylure, et 
de limiter la dégradation des ions cuivreux par oxydation.209 Afin d’éviter les problèmes liés à 
l’instabilité du cuivre(I), une méthode alternative consiste à générer in situ le Cu(I) par 
réduction de sels de Cu(II) en présence d’un agent réducteur. Cette réaction est le plus 
souvent réalisée avec du sulfate ou de l’acétate de cuivre (II), et de l’ascorbate de sodium 
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comme agent réducteur. L’eau est un solvant idéal car il est capable de stabiliser les 
acétylures de cuivre intermédiaires dans leurs états actifs. Des co-solvants organiques 
peuvent également être utilisés pour améliorer la solubilité des composés organiques. Les 
plus utilisés sont le tert-butanol ou l’éthanol mais le THF, le DMF, le DMSO ou le dioxane 
peuvent également être utilisés. Enfin, les ions cuivre(I) peuvent être obtenus par oxydation 
du cuivre métallique, sous forme de copeaux ou de nanoparticules. En 2008, Meldal et al. 
ont recensé dans une revue les différents systèmes catalytiques de Cu(I) utilisés et les 
conditions expérimentales associées.210 Une seconde revue publiée en 2010 par Fokin et 
al.211 résume également les aspects mécanistiques et les applications de la CuAAC. 
 Méthodes de synthèse des oxadiazoles 1.3.
Un cycle oxadiazole est un hétérocycle aromatique contenant deux atomes de 
carbone, deux d’azotes et un d’oxygène. Il existe quatre isomères, mais les plus étudiés et 
ceux qui nous intéressent dans ce travail : sont les 1,3,4 et 1,2,4-oxadiazoles (Fig. 59).  
 
Figure 59 : Isomères du cycle oxadiazole. 
Les 1,3,4-oxadiazoles et 1,2,4-oxadiazoles ne sont pas obtenus à partir des mêmes 
précurseurs. Les motifs 1,3,4-oxadiazoles  sont le plus fréquemment synthétisés à partir 
d’hydrazides, par couplage avec un acide carboxylique, un chlorure d’acide ou un aldéhyde 
pour conduire à une forme ouverte de type diacylhydrazine qui est ensuite cyclisée par 
déshydratation (voie a, Schéma 5). L’inconvénient de cette méthode, est l’utilisation 
d’agents de déshydratation forts, comme l‘acide sulfurique, le chlorure de thionyle ou le 
trichlorure de phosphore. D’autres agents de déshydratation comme le chlorure de 1,3-
diméthylimidazolium,212 l’hexachloroétane avec la triphénylphosphine,213 l’anhydride 
triflique,214 le déoxo-fluor,215 ou encore le CAN (ceric ammonium nitrate)216 permettent une 
plus grande tolérance vis-à-vis des fonctions présentes. De nouvelles méthodes plus douces 
utilisant des micro-ondes ou la synthèse sur support solide ont également été appliquées 
avec succès à la synthèse de motifs oxadiazole.217–221 
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Schéma 5: Formation des cycles 1,3,4 oxadiazoles. 
Une autre voie de synthèse consiste à former dans un premier temps, un cycle 1,3,4-
oxadiazolone (Schéma 5, voie b). Celui-ci est généralement obtenu par réaction entre un 
hydrazide et le carbodiimidazole (CDI),222 le sulfure de carbone, le phosgène ou le 
triphosgène. Il est aussi possible de la former à partir d’acyl-urée par réaction avec le 
dibrome.  Les oxadiazolones sont ensuite transformées en oxadiazoles par réaction avec un 
nucléophile comme une amine, un thiol, ou un agent de chloration de type POCl3. Enfin les 
cycles 1,3,4-oxadiazoles peuvent être obtenus par oxydation d’acylhydrazones (Schéma 5, 
voie c). De nombreux réactifs ont été reportés dans la littérature pour réaliser cette 
cyclisation, tels que les triphénylphosphoranes, l’éthérate de trifluorure de bore,  l’acide 
polyphosphorique,223 le permanganate de potassium,224 ou encore le bis(trifluoroacétoxy) 
iodobenzene.225 
Plusieurs méthodes ont été développées afin de synthétiser les motifs 1,2,4-
oxadiazoles : la cyclisation de O ou N-acylamidoxime (Schéma 6, voies a et b), la 
cycloaddition 1,3-dipolaire d’oxyde de nitrile sur des nitriles ou analogues (voie c), 
l’oxydation de 4,5-dihydro-1, 2, 4-oxadiazoles (voie d), et enfin le réarrangement à partir 
d’autre hétérocycles (voie e).226  
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Schéma 6 : Formation des motifs 1,2,4-oxadiazole. 
Parmi ces méthodes, celles à partir des amidoximes (voies a et b), sont les plus 
fréquemment utilisées. La formation du motif oxadiazole peut se faire en générant in situ les 
O ou N-acylamidoximes à partir d’un acide carboxylique (ou analogue) et d’un amidoxime ou 
par cyclisation directe des O ou N-acylamidoximes isolés (Schéma 7). 
 
Schéma 7 : Formation des motifs 1,2,4-oxadiazoles à partir d’amidoximes. 
De nombreux agents de couplage comme le N-(3-diméthylaminopropyl)-N′-
éthylcarbodiimide (EDC), le dicyclohexylcarbodiimide (DCC), le (Benzotriazol-1-
yloxy)tris(diméthylamino)phosphonium hexafluorophosphate (BOP),  le O-(Benzotriazol-1-
yl)-N,N,N′,N′-tetraméthyluronium tetrafluoroborate (TBTU) ou le 1-hydroxybenzotriazole 
(HOBt) sont efficaces pour réaliser le couplage puis la cyclodéshydratation conduisant aux 
1,2,4-oxadiazoles.227 La formation de l’acylamidoxime peut se faire à température ambiante, 
par contre la seconde étape de cyclisation nécessite généralement des températures 
élevées. De façon alternative, la réaction peut également être conduite sous irradiation 
micro-ondes avec ou sans solvant afin de raccourcir le temps de réaction et éventuellement 
d’améliorer le rendement.228–230 
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D’autres conditions réactionnelles ont été décrites comme l'utilisation du 
carbodiimidazole (CDI) en tant que promoteur de la formation et de la cyclodéshydratation 
d’O-acylamidoximes.231 La réaction a également été réalisée en présence de catalyseurs, 
comme le palladium à partir de iodophényle et d’amidoxime,232 ou encore avec du TBAF à 
température ambiante.233 Ces conditions peuvent être utiles pour des réactifs sensibles à la 
chaleur ou aux bases plus fortes. Les 1,2,4-oxadiazoles peuvent également être préparées 
par réaction des amidoximes avec des -cétoesters234  ou des diesters maloniques.235 Une 
revue publiée par Jakopin et al. en 2008, recense la majorité des conditions utilisées pour la 
formation des motifs 1,3,5, et des 1,2,4- oxadiazoles.236 
2. Synthèse de nouveaux inhibiteurs de PAI-1 : stratégie 1 
Cette partie décrit la synthèse des composés benzéniques trisubstitués en positions 
1,3 et 5 et en positions 1,2 et 3. Les deux familles ont été synthétisées en parallèle. Pour 
cette raison, l’optimisation des réactions a en général été réalisée sur l’une des deux 
familles, puis les conditions optimisées ont été appliquées à la seconde.  
 Synthèse des composés benzéniques trisubstitués en positions 1, 2.1.
3, et 5 
 Stratégie de synthèse 2.1.1.
Afin de synthétiser les molécules appartenant à cette famille, nous avons envisagé les 
deux voies  rétrosynthétiques présentées dans le schéma 8. Le motif triazole sera préparé 
selon une cycloaddition de Huisgen entre un alcyne et un azoture substitué. La diversité 
moléculaire sera amenée en modulant le nature du substituant sur l’azoture. L’alcyne sera 
introduit par un couplage de Sonogashira sur un dérivé aromatique bromé. Le groupement 
R3 correspondant à un cycle oxadiazole ou à un motif β-alanine sera synthétisé à partir d’un 
acide carboxylique par formation d’un lien amide puis cyclisation pour former l’oxadiazole. 
Enfin le lien diaryléther sera introduit par réaction avec le phénol. L’ordre d’introduction des 
motifs alcyne, diaryléther et  amide est à priori sans préférence et on peut envisager les 
deux voies rétro-synthétiques présentées sur le schéma 8. 
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Schéma 8 : Analyse rétro synthétique des composés benzéniques trisubstitués en positions 1, 3, et 5 
 Première voie de synthèse exploitée (Voie A) 2.1.2.
 La première stratégie de synthèse, consiste à former en premier le motif oxadiazole à 
partir d’un hydrazide puis à introduire les fonctionnalisations supplémentaires.  
 La synthèse a commencé par l’estérification de l’acide 3-bromo-5-hydroxy benzoïque 
commercial dans l’éthanol à reflux, en présence d’acide sulfurique concentré (Schéma 9).  
 
Schéma 9 : Synthèse de l’ester 63. 
 L’ester 63 formé est ensuite mis en réaction  avec l’hydrate d’hydrazine selon un 
protocole décrit par Wang237 pour former l’hydrazide 64 avec un rendement optimisé de 
79% (Schéma 10).  
 
Schéma 10 : Synthèse de l’hydrazide 64. 
L'oxadiazole a été formé par réaction entre l’hydrazide 64 et le 2-chloro-2-oxoacetate 
de méthyle dans le dichlorométhane pour donner un intermédiaire diacylhydrazine qui est 
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ensuite cyclisé par déshydratation grâce à l’ajout du chlorure de tosyle238 (Schéma 11). 
Cependant le chlorure de tosyle a également réagi avec la fonction hydroxyle du phénol libre 
pour donner le produit 66. 
 
Schéma 11 : Synthèse de l’oxadiazole 66. 
Le tosylate 66 a été traité par une solution de soude concentrée pour libérer la 
fonction phénolique et obtenir l'oxadiazole désirée 65. Dans ces conditions, la réaction de 
déprotection est concomitante à  l'hydrolyse de la fonction ester qui subit alors une réaction 
de décarboxylation conduisant à l'oxadiazole 67 (Schéma 12). Le produit a été isolé avec un 
rendement de 23 %, car une grande partie du réactif 66 est recouvert inchangée. Les 
oxadiazoles portant un ester de méthyle sont connus pour être instables en milieu acide ou 
basique fort,239 cette voie de synthèse n'a ainsi pas permis d’obtenir l’oxadiazole 65.  
 
Schéma 12 : Synthèse de l’oxadiazole 67. 
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Les difficultés rencontrées, ajoutées aux échecs des premiers essais de couplage de 
Sonogashira du bromoaryle 66, lors desquels seul le produit résultant de l’homocouplage de 
l’alcyne a pu être observé, nous ont conduit à envisager la voie d'accès alternative présentée 
sur le schéma 8 (voie B). 
 Seconde voie de synthèse exploitée (Voie B) 2.1.3.
2.1.3.1. Couplage de Sonogashira 
 Cette seconde stratégie de synthèse utilise le 5-bromo-3-hydroxybenzoate d'éthyle 
63 préparé précédemment. Suite aux premières difficultés rencontrées lors de la mise 
œuvre du couplage de Sonogashira, nous avons fait le choix d’introduire cette réaction le 
plus tôt possible dans la stratégie de synthèse (Schéma 13).  
 
Schéma 13 : Synthèse de l’alcyne 68. 
La réaction de Sonogashira entre le composé 63 et le triméthylsilylacétylène est 
décrite dans la littérature par Muller240 en utilisant de l’acétate de palladium et de l’iodure 
de cuivre dans la triéthylamine avec un rendement de 85 %. Dans ces conditions 
expérimentales, nous n’avons pas observé la conversion du réactif (Tableau 7, entrée 1). 
Avec le palladium tetrakis triphénylphosphine, et le dichlorobistriphénylphosphine, l’alcyne 
68 (GP = TMS) est obtenu avec de mauvais rendements (entrées 2, 3 et 4). Pour chacune de 
ces conditions, le produit d’homocouplage de l’alcyne est le produit majoritaire  et le dérivé 
bromé est très peu consommé. Pour éviter la formation de ce dialcyne, il est nécessaire de 
faire une addition très lente de l’alcyne au cours de la réaction. Ainsi, lorsque l’alcyne (2,6 
équivalents) est additionné en continu pendant 7h, le produit de couplage 68 est obtenu 
avec un de rendement amélioré de 50 à 66 % (entrée 5). Dans cet essai, le 
triisopropylsilylacétylène (Eb = 100 °C à 20 torr241) a été utilisé  à la place du 
triméthylsilylacétylène qui est assez volatile (Eb = 53°C), afin de permettre une plus haute 
température de réaction sans perte de réactif.  
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Cette dernière méthode a permis d’obtenir le produit voulu avec un rendement 
correct, cependant elle est assez contraignante, l’ajout de l’alcyne devant se faire lentement 
en continu et sous flux d’argon. Pour ces raisons, le couplage a également été réalisé en 
liquide ionique car cela permet d’éviter l’utilisation de cuivre, responsable de la réaction 
d’homocouplage de l’alcyne. La réaction a été réalisée avec le palladium dichlorobis 
triphénylphosphine dans un mélange de pipéridine et de 1-butyl-3-méthylimidazolium 
hexafluorophosphate (BmimPf6) (entrée 6) suivant un protocole décrit par Ryu et coll.
242   
Bien que les conditions réactionnelles soient beaucoup moins contraignantes, le taux de 
conversion estimé par RMN n’est que de 25 %. Une seconde méthode alternative a 
également été mise en œuvre en utilisant le tétrachloropalladate de sodium, l’iodure de 
cuivre  et le N-phényl-2-(di-t-butylphosphino)indole (PintB) comme ligand dans un mélange 
eau-TMEDA comme solvant (entrée 7). Cette méthode a été récemment développée par 
Torborg243 puis Ulven et coll.244,245 afin de réaliser le couplage de Sonogashira sur des réactifs 
pour lesquels les conditions classiques ne fonctionnaient pas. Ces conditions, et notamment 
la présence de 10 % d’eau, ont permis de diminuer la réaction d’homocouplage de l’alcyne 
et de favoriser la réaction principale. Grâce à ces conditions, l'alcyne aromatique voulu a  
finalement été obtenu avec un rendement optimisé de 89 %. 
Entrée Catalyseur(s) Base/solvants Alcyne Température/temps Rendement ou taux 
de conversion 
1 Pd(OAc)2/PPh3/CuI Et3N GP=TMS 50°C / 7h 0% 
2 Pd(PPH3)4 /CuI Et3N GP=TMS 50°C / 4h + t.a. / 2h ~ 10%
a
 
3 Pd(PPH3)2Cl2 /CuI NH(iPr)2/THF GP=TMS 45°C / 24h ~ 10%
 a
 
4 Pd(PPH3)2Cl2 /CuI Et3N GP=TMS 45°C / 24h ~ 25%
 a
 
5 Pd(PPH3)2Cl2 /CuI Et3N GP=TIPS 50°C / 7h 50 à 66 %
b
 
6 Pd(PPH3)2Cl2 Pipéridine/BmimPf6 GP=TIPS 50°C / 3h ~ 25%
 a
 
7 Na2PdCl4/CuI/ 
PintB 
TMEDA/H2O GP=TIPS 80 °C /20h 89 %
b
 
Tableau 7 : Résultats des conditions testées pour le couplage de Sonogashira du bromoaryle 63 (a : taux de conversion 
estimé en RMN et b : rendement après purification), voir schéma 13. 
 La synthèse des dérivés de type méthoxyaryles a nécessité la préparation préalable 
du dérivé 69  par méthylation du phénol 63 dans des conditions classiques (Schéma 14). 
L’action de l’iodure de méthyle en présence de carbonate de potassium dans l’acétone 
conduit au produit 69 avec un rendement de 90%.  
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Schéma 14 : Synthèse du méthoxyaryle 69. 
Le couplage de Sonogashira a ensuite été réalisé sur le méthoxyaryle 69 dans les 
conditions mises au point précédemment et a conduit à l’alcyne  70 avec un rendement de 
84 % (Schéma 15).  
 
Schéma 15 : Synthèse de l’alcyne 70. 
2.1.3.2. Formation du lien aryléther 
 Afin d’éviter la réaction secondaire entre le phénol et le chlorure de tosyle lors de la 
formation du motif oxadiazole, nous avons choisi d’introduire d’abord l’éther de phényle 
avant d'engager l'ester dans la formation de l'oxadiazole (Schéma 16). 
 
Schéma 16 : Formation du lien éther à partir du dérivé phénolique 68. 
 Pour synthétiser le diaryléther 71, un couplage de type Ullman a d’abord été tenté 
sur le composé 68. Les conditions de la réaction impliquent l’utilisation du cuivre(I) et un 
chauffage à température élevée. Le produit désiré n’a pas été observé, les réactifs sont 
retrouvés inchangés après 24 heures de chauffage. Il est possible que l’alcyne protégé 
complexe le cuivre et l’empêche de jouer son rôle de catalyseur. 
  Afin,  d'utiliser le synthon 68 déjà préparé et de valoriser ainsi le travail déjà fourni, 
une méthode alternative a été recherchée. A partir de 2007, Bielawski et Olofsson246–248 ont 
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décrit la synthèse de nombreux diaryléthers grâce à des sels d’iodonium. Cette méthode par 
rapport à celle d’Ullman présente l’avantage d’utiliser des conditions plus douces sans 
cuivre. Il est cependant impossible d’introduire n’importe quel motif aryle et il faut préparer 
un réactif différent pour chaque diaryl éther envisagé. Dans cette méthode, l’iodonium 72 a 
été formé au préalable à partir de l’iodobenzène et du benzène (Schéma 17). L’iodobenzène 
a d’abord été oxydé par l’acide métachloroperbenzoïque en présence d’un acide fort, ici 
l’acide triflique, pour former un iode hypervalent (III). Celui-ci a ensuite réagi avec le 
benzène par substitution électrophile aromatique pour donner l’iodonium 72 avec un contre 
ion triflate. Cet iodonium est stable et peut être préparé facilement en quantités 
importantes. 
 
Schéma 17 : Synthèse de l’iodonium 72. 
Le phénol 68 a été déprotoné par le tert-butylate de potassium à 0 °C, puis 
l’iodonium 72 a été ajouté et la réaction chauffée à 40 °C pendant 24h à 48h (Schéma 18). 
Cette méthode a permis d’obtenir facilement le composé 71 avec un rendement de 88%.  
 
Schéma 18 : Synthèse de l’aryl éther 71. 
2.1.3.3. Formation du motif oxadiazole 
  Dans un premier temps, les esters 70, 71 et 68 ont été saponifiés par l’hydroxyde de 
potassium dans le méthanol pour donner après traitement les acides 73, 74 et 75 
correspondants (Schéma 19). 
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Schéma 19 : Synthèse des acides 73, 74 et 75. 
Le cycle oxadiazole a ensuite été formé selon la méthode mise au point pour la 
seconde famille de molécules (Schéma 20) (voir paragraphe 2.2.3). Les formes ouvertes 
diacylhydrazines ont été obtenues par réaction entre les acides carboxyliques 73 et 74 et le 
2-hydrazinyl-2-oxoacetate de méthyle en présence d’EDC, d’HOBt et de triéthylamine dans le 
dichlorométhane.  Pour le diaryléther 73, la diacylhydrazine intermédiaire 76 a été isolée 
avec un faible rendement de 25 % du à sa  dégradation partielle sur la silice, afin d’être 
testée biologiquement. Les oxadiazoles 77 et 78  ont été obtenus efficacement (70 à 80 % de 
rendement) par traitement des diacylhydrazines intermédiaires non purifiées avec le 
chlorure de tosyle (schéma 20). 
 
Schéma 20 : Synthèse des oxadiazoles 77 et 78. 
2.1.3.4. Introduction de l’ester de méthyle de la β-alanine 
 L’étude de modélisation sur les molécules possédant une chaîne de type 
diacylhydrazine correspondant à la forme ouverte (Fig. 60 (a)) de l’oxadiazole a montré que 
ces composés étaient potentiellement très intéressants car ce motif laissait apparaitre de 
nombreuses liaisons hydrogènes avec les brins du feuillet  (voir chapitre 2, paragraphe 3). 
Cependant, ces produits présentent l’inconvénient d’être difficiles à isoler et à purifier. Aussi 
en accord avec l’étude de modélisation moléculaire, l’ester de méthyle de la β-alanine a été 
choisi comme motif de substitution pour mimer cette chaîne (Fig. 60 (b)).  
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Figure 60 : (a) chaine diacylhydrazine, (b) ester de méthyle de la -alanine. 
Ainsi à partir des acides 73, 74 et 75,  l’ester de méthyle de la β-alanine a été 
introduit par formation d'une liaison amide, en présence d’EDC et d’HOBt dans le 
dichlorométhane. Les amides 79, 80 et 81 ont été obtenus avec des rendements variant de 
75 à 100 % (Schéma 21).  
 
Schéma 21 : Synthèse des acides 79, 80 et 81 
2.1.3.5. Introduction du motif difluorométhoxy 
 A partir du phénol libre 81 précédemment synthétisé, un groupe difluorométhyle a 
été introduit sur la fonction phénol. La réaction a été réalisée en présence de 
chlorodifluoroacétate de sodium et de carbonate de potassium dans le DMF (Schéma 22). La 
présence des ions fluorures a permis la déprotection simultanée de l’alcyne est également 
déprotégé lors de la réaction. Le dérivé fluoré 82 a été obtenu avec un rendement de 44 %. 
 
Schéma 22: Synthèse d difluorométhoxyaryle  82. 
2.1.3.6. Déprotection et cycloaddition de Huisgen 
Afin d’obtenir les motifs triazoles, les différents alcynes silylés ont été déprotégés en 
présence de fluorure de tétrabutylammonium (TBAF) dans le THF. Pour l’alcyne 77, nous 
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observons lors de cette déprotection, une hydrolyse suivie d'une décarboxylation de la 
fonction ester portée par le motif oxadiazole (Schéma 23). Cette réaction secondaire a déjà 
été reportée dans la littérature par Boger et coll.249 en utilisant du TBAF pour déprotéger un 
alcool silylé. Lorsque la réaction est réalisée à température ambiante, seul le produit 
décarboxylé 84 est obtenu avec un rendement de 50 %. Un allongement du temps de 
réaction permettrait probablement d’améliorer ce rendement. En réalisant la réaction à –50 
°C, le produit 83 a pu être isolé avec un rendement de 45 à 55%. L'abaissement de la 
température permet de réduire le taux de décarboxylation, cependant l’alcyne 83 a toujours 
été obtenu en mélange avec  le produit décarboxylé 84. 
 
Schéma 23 : Synthèse des alcynes vrai 83 et 84. 
Dans les mêmes conditions réactionnelles, l’alcyne 85 a été obtenu à partir du dérivé 
78 avec un rendement de 47 % (Schéma 24). 
 
Schéma 24 : Synthèse de l’alcyne vrai 85. 
Pour les alcynes 71, 79-81, la déprotection a été réalisée de façon classique à 
température ambiante pour conduire aux alcynes vrais 86 à 89 avec de bons rendements 
(Schéma 25). 
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Schéma 25 : Synthèse des alcynes vrais 86, 87, 88 et 89. 
 La cycloaddition de Huisgen sur l’alcyne vrai pour former un cycle triazole substitué 
constitue la dernière étape de la synthèse des inhibiteurs potentiels de PAI-1. Afin 
d’introduire différents groupements sur le noyau triazole, nous avons synthétisé les azotures 
90, 91 et 92, en suivant des protocoles décrits dans la littérature.250–252 Une substitution 
nucléophile des -bromoesters ou du 2-bromoéthanol, par l’azoture de sodium a conduit 
aux azotures d’intérêt avec de bons rendements (Schéma 26).  
 
Schéma 26 : Synthèse des azotures 90, 91 et 92. 
 Les conditions les plus classiques de la réaction de Huisgen font appel  au sulfate de 
cuivre en présence d'ascorbate de sodium en utilisant un mélange eau/alcool (EtOH, MeOH, 
tBuOH…) comme solvant. Ces conditions ont tout d’abord été testées mais les réactifs 
n’étant pas solubles dans ce mélange de solvants, la cycloaddition n’a pas été observée, les 
réactifs de départs étant retrouvés inchangés à la fin de la réaction.  Après de nombreux 
essais de solubilisation dans différents mélanges binaires ou ternaires de solvants, les 
réactions de cycloaddition ont toutes été réalisées dans un mélange eau/dioxane, avec des 
proportions entre 40/60 et 20/80 selon les alcynes considérés. Dans ces conditions les 
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triazoles 94 et 95 ont été obtenus à partir du diaryléther 90 avec des rendements respectifs 
de 60 % et de 51 % (Schéma 27). 
 
Schéma 27 : Synthèse des triazoles 93 et 94. 
Les triazoles 95, 1, 3, 4 et 6 ont été synthétisés dans les mêmes conditions avec des 
rendements compris entre 46 et 81 % (Schéma 28). 
 
Schéma 28 : Synthèse des triazoles 95, 1, 3, 4 et 6. 
Les triazoles 21, 15, 16, 18, 20, 96 et 97 ont été obtenus avec des rendements de 70 à 
95 % (Schéma 29). 
 
Schéma 29 : Synthèse des triazoles 21, 15, 16, 18, 20, 96 et 97. 
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Enfin, l’acide carboxylique 98 a également été préparé par saponification de l’ester 
correspondant 96 (Schéma 30), en présence d’hydroxyde de potassium dans un mélange 
eau/éthanol avec un rendement de 82 %. 
 
Schéma 30 : Synthèse de l’acide 98. 
 Synthèse des composés benzéniques trisubstitués en position 1, 2 2.2.
et 3 » 
 Stratégie de synthèse 2.2.1.
Afin de préparer cette série de composés, nous avons envisagé la stratégie présentée 
dans le schéma 31. Comme pour la famille précédente, le motif triazole peut être obtenu par 
cycloaddition de Huisgen à partir d’un alcyne, lui-même introduit lors d’un couplage de 
Sonogashira. Le groupement R3 correspond à un cycle oxadiazole ou à un motif β-alanine qui 
peut être synthétisé à partir de l’acide carboxylique correspondant. Enfin le diaryléther peut 
être formé par substitution nucléophile aromatique du le 3-bromo-2-chlorobenzonitrile 
obtenu à partir du 3-bromobenzonitrile commercial. 
 
Schéma 31 : Analyse rétrosynthétique des composés benzéniques trisubstitués en positions 1, 2, et 3. 
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 Formation des diaryléthers  2.2.2.
 Les diaryléthers 102 et 103 ont été préparés en deux étapes. La première étape a 
consisté en la chloration du 3-bromobenzonitrile (Schéma 32).  
 
Schéma 32 : Synthèse de 99. 
Cette réaction décrite par Betson et al.253 fait intervenir une ortholithiation suivie 
d'une chloration électrophile. Le LDA a d’abord été formé in situ à -50 °C par réaction entre 
le n-BuLi et la diisopropylamine dans le THF. Le mélange a ensuite été refroidi à -95 °C et le 
3-bromobenzonitrile a été ajouté pour former le lithien correspondant. Dans un second 
temps, l’hexachloroéthane a été additionné lentement à -95 °C, et le mélange réactionnel a 
été ramené lentement à température ambiante pour obtenir le dérivé chloré 99 avec un 
rendement de 80 %. Seul le régioisomère 99 a été observé grâce aux effets ortho directeurs 
conjugués du nitrile et du brome. Cette réaction est très sensible à la température: 
lorsqu’elle est réalisée au-dessus de -95 °C, le lithien intermédiaire se dégrade. Si le temps 
entre la formation quasi-instantanée du lithien, et l’ajout de l’hexachloroéthane dépasse 
environ 30 min, seule la réduction du lithien conduisant au 3-bromobenzonitrile initial est 
observée. Le dérivé chloré 99 est obtenu avec un rendement de 80 %.   
 La seconde étape de la synthèse décrite dans la littérature par le même groupe 254 
consiste en la formation du diaryléther par substitution nucléophile aromatique. Dans un 
premier temps, le phénol et le para-méthoxyphénol ont été transformés en phénates de 
potassium par réaction avec l’hydroxyde de potassium dans le toluène à reflux (Schéma 33). 
 
Schéma 33 : Synthèse des phénates 100 et 101. 
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 Les phénates 100 et 101 ont été isolés et mis en réaction avec le dérivé chloré 99 
dans le DMF à 150 °C pour fournir les diaryléthers 102 et 103 (Schéma 34). Pour cette 
réaction également, l’effet électroattracteur du groupe nitrile facilite la substitution 
nucléophile aromatique. Dans les deux cas, les rendements obtenus sont en accord avec 
ceux de la littérature.253,254 
 
Schéma 34 : Synthèse des diaryléthers 102 et 103. 
 Formation de l’oxadiazole 2.2.3.
 A partir du nitrile 102, nous avons envisagé plusieurs voies de synthèse  pour obtenir 
un cycle oxadiazole substitué par un ester de méthyle (Schéma 35). Dans tous les cas, 
l'hydrolyse préalable de la fonction nitrile en amide ou en acide carboxylique est nécessaire. 
 
Schéma 35 : Formation du motif oxadiazole. 
 L’hydrolyse d’un groupement nitrile peut être réalisée en milieu acide ou basique. 
Dans le cas du benzonitrile 102,  nous avons observé qu'il se dégradait en milieu acide fort 
(H2SO4). En milieu basique, il est hydrolysé pour conduire à l’amide correspondant qui est 
ensuite transformé en acide carboxylique. Les préparations de l’amide et de l’acide 
carboxylique ont été optimisées car les deux intermédiaires présentent un intérêt pour 
former l’oxadiazole (Tableau 8).  
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Entrée Composé Conditions Rendement 
1 102 
NaOH, 10 éq 
H2O/MeOH (50/50), 16h 
106 : 50 %  
104 : 45 % 
2 102 
NaOH, 1,5 éq. 
H2O/MeOH (50/50), 24h 
104 : 84 %  
3 102 
KOH, 22 éq. 
H2O/Dioxane (50/50), 24h 
106 : 46 %  
104 : 39 %  
4 102 
KOH, 20 éq. 
H2O, 28h 
106 : 98 % 
5 103 
KOH, 20 éq. 
H2O, 28h 
107 : 80 %  
Tableau 8 : Résultats de l’hydrolyse des benzonitriles 102 et 103. 
En présence d'hydroxyde de sodium dans un mélange eau/méthanol, on a obtenu 
toujours un mélange d’acide et d’amide qu’il a été possible de séparer lors du traitement. 
L'acide n’a jamais pu être obtenu majoritairement même en utilisant un large excès de 
soude (entrée 1). Cependant en utilisant 1,5 équivalents de soude (entrée 2) l’amide a pu 
être obtenu sélectivement. L'utilisation d'un large excès d’hydroxyde de potassium dans un 
mélange eau/dioxane a conduit à l'obtention d'un mélange acide/amide (entrée 3). La 
réaction effectuée dans l’eau a conduit à l’obtention exclusive de l’acide 106 avec un 
rendement de 98% (Entrée 4). En utilisant la même méthode le composé 107 a été obtenu 
avec un rendement de 80 % (entrée 5). 
 La préparation de l’oxadiazole est envisagée selon deux voies de synthèse : par 
couplage sur un hydrazide intermédiaire (voie a) ou par cyclisation d’une chaîne 
diacylhydrazine (voie b) (Schéma 36). 
 
Schéma 36 : Formation du motif l'oxadiazole. 
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 La voie (a), a été dans un premier temps envisagée. A partir de l’amide 104, 
l’hydrazide 109 a été obtenu par réaction avec l’hydrate d’hydrazine dans l’éthanol à reflux 
(Schéma 37). Cependant le rendement de la réaction n’a jamais excédé 50 % et le produit 
obtenu était difficile à purifier. De façon plus classique, l’hydrazide peut également être 
formé par réaction entre l’hydrate d’hydrazine et un ester. L’estérification de l’acide 106 
dans l’éthanol en présence d’acide sulfurique a permis d’obtenir l’ester 108 avec un 
rendement de 90%. Ce dernier a ensuite été entièrement converti en hydrazide 109 ; il a 
cependant été difficile à purifier. 
 
Schéma 37 : Synthèse de l’hydrazide 109. 
Suite à ces difficultés, nous avons choisi de suivre la seconde voie envisagée, qui 
consiste à  introduire une chaîne de type diacylhydrazine et à réaliser une cyclisation par 
déshydratation (Schéma 36, voie (b)). 
La synthèse de l’hydrazide 110 a été décrite dans la littérature255 avec un rendement 
de 70 %. Il a été synthétisé à partir du diméthyle oxalate et de l’hydrate d’hydrazine dans le 
méthanol (Schéma 38). La température a été contrôlée tout au long de la réaction afin 
d’éviter la double réaction entre les réactifs. Dans ces conditions l’hydrazide d'intérêt a été 
obtenu avec 35 % de rendement. Ce faible rendement pourrait être expliqué par la 
différence d’échelle, 150 g dans la littérature contre 5 g au laboratoire.   
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Schéma 38 : Synthèse de l’hydrazide 110. 
Les acides carboxyliques 106 et 107 activés avec de l’EDC et de l’HOBt ont ensuite été 
mis en réaction avec l’hydrazide 110 pour obtenir les diacylhydrazides 111 et 112 
respectivement avec des rendements médiocres de 56 et 26 % (Schéma 39). Ces faibles 
rendements s’expliquent par les difficultés de purification et une probable dégradation sur 
silice. Aussi ils ont été mis directement en réaction sans purification en présence de chlorure 
de tosyle et de triéthylamine dans le dichlorométhane pour conduire aux oxadiazoles 
voulues avec un rendement de 86 % pour 113 et de 57 % pour 114 à partir des acides 
carboxyliques correspondants.  
 
Schéma 39 : Synthèse des oxadiazoles 113 et 114. 
 Couplage avec l’ester de méthyle de la -alanine  2.2.4.
L’ester de méthyle de la -alanine a été introduit afin de mimer la chaine de type 
diacylhydrazine (Schéma 40). Le couplage avec les acides 106 et 107 se fait en présence 
d’EDC et d’HOBt dans le dichlorométhane. Les amides 115 et 116 sont obtenus avec des 
rendements respectifs de 52 et 58 %, sans optimisation. 
 
Schéma 40 : Synthèse des amides 115 et 116. 
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 Couplage de Sonogashira et déprotection de l’alcyne  2.2.5.
Il faut maintenant introduire une triple liaison sur le noyau aryle de l’oxadiazole 113 
et des dérivés de la -alanine 115 et 116 par couplage de Sonogashira dans le but de former 
ensuite les triazoles (Schéma 41).  
 
Schéma 41 : Obtention des alcynes intermédiaires par couplage de Sonogashira. 
La mise au point et l’optimisation du couplage de Sonogashira ont été effectuées 
pour la première famille de molécules (voir paragraphe 2.1.3). Les mêmes conditions 
expérimentales ont été utilisées pour ces dérivés. La première méthode avec du 
bis(triphénylphosphine) dichloro palladium, de l’iodure de cuivre dans la triéthylamine a 
laissé le dérivé bromé initial inchangé. L’utilisation de Na2PdCl4 et CuI comme catalyseurs 
dans un mélange TMEDA/eau, a permis le couplage et l'obtention des alcynes d'intérêt. 
Cependant pour le bromobenzène substitué 113, on a observé encore une fois une 
hydrolyse suivie d’une décarboxylation de l’ester de méthyle substituant le noyau oxadiazole 
qu’il a été impossible d’éviter, car elle se produisait plus rapidement que le couplage 
d’intérêt (Schéma 42).  L’alcyne 117 a finalement été obtenu avec un rendement de 72 %. 
 
Schéma 42 : Synthèse de l’alcyne 117. 
A partir des dérivés bromés 115 et 116, les alcynes correspondants 118 et 119 ont 
été obtenus avec des rendements respectifs de  80 % et 45 % (Schéma 43). Notons que ce 
dernier rendement n’est pas significatif, car la réaction n’a été réalisée qu’une seule fois. 
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Schéma 43 : Synthèse des alcynes 118 et 119. 
Les alcynes ont ensuite été déprotégés par traitement avec du TBAF dans le THF à 
température ambiante (Schéma 44). Les alcynes vrais 120-122 ont été obtenus avec  de bons 
rendements de 66 à 80 %. 
 
Schéma 44 : Synthèse des alcynes vrais 120, 121 et 122. 
 Cycloaddition de Huisgen  2.2.6.
 La dernière étape de la synthèse est la cycloaddition de Huisgen à partir des alcynes 
pour former un noyau triazole substitué. Les réactions de cycloaddition ont toutes été 
réalisées dans un mélange eau/dioxane, selon la méthode mise au point précédemment 
(voir paragraphe 2.1.8). Le triazole 123 a été obtenu avec 62 % de rendement (Schéma 45). 
 
 
Schéma 45 : Synthèse du triazole 123. 
Les composés 38, 40, 41 et 42 ont été synthétisés suivant le même protocole et 
obtenus avec des rendements de 60 à 83 % (Schéma 46).  
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Schéma 46 : Synthèse des triazoles 38, 40, 41 et 42. 
3. Synthèse de nouveaux inhibiteurs de PAI-1 : stratégie 2 
Dans cette partie, la synthèse des composés correspondant à la seconde stratégie de 
l’inhibition de PAI-1  sera développée. Dans un premier temps,  nous traiterons la synthèse 
des composés di-substitués comportant les motifs oxadiazoles et azétidine.  Dans un second 
temps, nous nous intéresserons à la synthèse des dérivés des dihydroxypyrimidines.   
 Dérivés des (1,2,4-oxadiazol-5-yl)azétidine 3.1.
 Stratégie de synthèse 3.1.1.
La stratégie de synthèse de ces composés repose sur les mêmes réactions clés que 
pour les deux familles précédentes: c’est-à-dire la formation de motifs triazole, un couplage 
de Sonogashira, et la synthèse d’oxadiazoles (Schéma 47). Des composés contenant un motif 
cinnamique seront également obtenus grâce à un couplage de Heck à partir d’un dérivé 
halogéné. 
 
Schéma 47 : Analyse rétrosynthétique des analogues de l’inhibiteur AZ3976. 
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 Formation des motifs 1,2,4-oxadiazoles par cyclodéshydratation 3.1.2.
La synthèse des dérivés méta di-substitués commence par  un couplage de 
Sonogashira réalisé à partir du 3-bromobenzonitrile (Schéma 48). La réaction a été mise en 
œuvre dans les conditions mises au point précédemment et a permis d’obtenir l’alcyne 124 
avec un rendement de 91%. 
 
Schéma 48 : Synthèse de l’alcyne 124. 
A partir du composé  124 et de différents benzonitriles commerciaux (R = H, F, I, 
OCF3), les amidoximes ont été préparés par réaction avec l’hydroxylamine en présence d’une 
base (Schéma 49). Les amidoximes 125 à 129 ont été synthétisées dans l’éthanol en 
présence de la triéthylamine suivant un protocole décrit en 2013 par Shen.256 Les produits 
ont tous été obtenus avec de bons rendements et sans purification. Dans le cas du 3-
((triisopropylsilyl)éthynyl)benzonitrile 125, le rendement de la réaction a été estimé à 80 % 
car la pureté mesurée par RMN 1H était de  90 %. 
 
Schéma 49 : Synthèse des amidoximes 125, 126, 127, 128 et 129. 
La synthèse de la pyridine 130 (Schéma 50),  a été effectuée dans un mélange 
eau/éthanol en présence de soude en suivant également un protocole déjà décrit.257 
 
Schéma 50 : Synthèse de l’amidoxime 130. 
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La formation des motifs 1,2,4-oxadiazoles a été réalisée de façon classique par 
couplage entre un amidoxime et un acide carboxylique suivi d'une cyclisation par 
déshydratation (Schéma 51). Toutes les méthodes décrites dans la littérature utilisent un 
agent de couplage permettant l'activation de l'acide. L'acide activé réagit ensuite avec 
l’amidoxime pour former l’intermédiaire O-acylé. Par chauffage, cet intermédiaire subit une 
cyclodéshydratation conduisant à l’oxadiazole voulu. Tous les 1,2,4-oxadiazoles ont été 
synthétisés en suivant la méthode décrite par Conlon258 et en utilisant l’acide 1-(tert-
butoxycarbonyl)azetidine-3-carboxylique commercial (Schéma 51).  La réaction a été réalisée 
dans l’acétonitrile en présence d'un mélange EDC/HOBt et de tamis moléculaire. Les 
produits ont été obtenus avec des rendements moyens de 40 à 60 % qui sont en accord avec 
ceux décrits dans la littérature.  
 
Schéma 51 : Synthèse des oxadiazoles 131, 132, 44, 46 et 133.  
Le composé 47 synthétisé à partir de l’amidoxime 130 selon la même méthode a été 
obtenu avec un rendement de 39 % (Schéma 52). 
 
Schéma 52 : Synthèse de l’oxadiazole 47. 
Un analogue non cyclique de l’oxadiazole 44 a également été synthétisé à partir de 
l’amidoxime 127 en utilisant le même acide carboxylique en présence du BOP utilisé comme 
agent de couplage (Schéma 53). Dans ce cas, la synthèse a été effectuée à température 
ambiante afin d’éviter la cyclisation. La réaction peut conduire à deux régioisomères selon 
qu’il s’agisse d’une O ou d’une N acylation. Dans la littérature il y a peu d’exemples 
concernant ces structures car elles servent en général d’intermédiaires pour conduire par 
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cyclisation aux oxadiazoles. Les spectres RMN réalisés dans différents solvants et à 
différentes concentrations montrent pour la fonction NH2 un signal relativement fin 
intégrant pour deux protons, suggérant que le composé obtenu résulte d’une O-acylation 
(schéma 53). 
 
Schéma 53 : Synthèse du dérivé 134. 
 Introduction des motifs triazoles 3.1.3.
Dans le cas du dérivé 131 substitué par un groupe alcyne, il est possible d’introduire 
un cycle triazole. Pour cela l'alcyne a été déprotégé en présence de TBAF dans le THF, pour 
donner l’alcyne vrai 135 avec un rendement de 92 % (Schéma 54).  
 
Schéma 54 : Synthèse de l’alcyne vrai 135. 
Dans un deuxième temps,  le triazole a été introduit dans les mêmes conditions que 
précédemment, c’est-à-dire en présence de sulfate de cuivre et d’ascorbate de sodium dans 
un mélange eau/dioxane. La réaction a été réalisée avec l’azidoéthanol et l’azidoacétate de 
méthyle (Schéma 55). Les triazoles 50, 52 et 53 ont été obtenus avec des rendements de 59 
à 86 %. 
 
Schéma 55  : Synthèse des triazoles 50, 52 et 53. 
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L'ester 50 a été hydrolysé en milieux basique pour obtenir l’acide carboxylique 51 
avec un rendement de 76 % (Schéma 56) afin d’être testé en biologie, la fonction acide 
apportant une possibilité supplémentaire de liaison hydrogène. 
 
Schéma 56 : Synthèse de l’acide 51. 
 Introduction d’un motif cinnamique 3.1.4.
A partir du dérivé iodé 133, un motif cinnamique a également été introduit. Suite aux 
résultats obtenus pour le composé 51 lors des tests biologiques (voir chapitre 4, paragraphe 
2.3), nous avons exploré l’introduction d’acide carboxylique mais avec un espaceur non 
cyclique. 
L’acrylate de méthyle a été introduit par un couplage de Heck, en utilisant les 
conditions décrites par celui-ci en 1977.259 La réaction a été réalisée avec de l’acétate de 
palladium, de la tri-(o-tolyl)phosphine, de l’acrylate de méthyle dans la triéthylamine 
(Schéma 57). Le dérivé cinnamique  136 est isolé avec un rendement de 77 %. 
 
Schéma 57 : Synthèse du dérivé cinnamique 136. 
Ce dernier a ensuite été hydrolysé en milieu basique pour obtenir l’acide 
carboxylique correspondant 137 sans déprotéger l’azétidine (Schéma 58). 
 
Schéma 58 : Synthèse de l’acide 137. 
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 Synthèse d’un dérivé possédant un cycle tétrazole 3.1.5.
Un tétrazole non substitué a été préparé par cycloaddition de l’azoture de sodium sur 
le nitrile 124 synthétisé précédemment (Schéma 59). La réaction est réalisée dans le DMSO 
et en présence d’Amberlyst® 15 qui joue le rôle de catalyseur hétérogène.260 Le tétrazole 
138 a été isolé avec un rendement de 85 %.  
 
Schéma 59 : Synthèse du tétrazole 138. 
Afin d’introduire un motif triazole, le tétrazole 138 est déprotégé en présence de 
TBAF dans le THF. Nous avons observé la consommation de l'alcyne silylé par suivi de la 
réaction en ccm ; La réaction était très lente par rapport aux déprotections habituelles en 
présence de TBAF. De plus, la forte polarité du tricycle obtenu et sa solubilité en phase 
aqueuse rendent son isolement et sa purification difficiles.  Malgré des essais de 
chromatographie sans traitement préalable du milieu réactionnel, la séparation des produits 
est très compliquée: nous avons obtenus principalement des mélanges du produit attendu 
139 avec l’alcyne non déprotégé 138 ou avec des impuretés venant du fluorure de 
tétrabutyle ammonium. Afin de faciliter la purification, le temps de réaction a été allongé 
pour augmenter le taux de conversion et la quantité de TBAF diminuée. Le rendement de la 
réaction est difficile à évaluer car le produit n’a été obtenu pur qu’en très faible quantité,  la 
grande majorité restant polluée par de nombreuses impuretés.  
 
Schéma 60 : Synthèse du triazole 140. 
Des essais de formation du triazole ont été réalisés sur la faible quantité d'alcyne vrai 
139 isolé, dans les conditions décrites dans la partie précédente en utilisant du sulfate de 
cuivre, de l’ascorbate de sodium et un azoture. Aucun triazole n'a été formé même après 3 
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jours de réaction. Suite à ces difficultés et l’absence de référence dans la littérature sur des 
molécules possédant à la fois les motifs triazoles et tétrazoles, nous n’avons pas poursuivi les 
essais et une autre voie de synthèse a été envisagée. Pour cela nous avons tenté de modifier 
l’ordre d’introduction des cycles tétrazole et triazole pour obtenir la molécule cible. Lorsque 
le tétrazole est présent sur la molécule, nous n’avons pas réussi à introduire le triazole sur 
l’alcyne 139, aussi nous avons choisi de former le tétrazole lors de la dernière étape. En 
2010, Boons et coll.261 ont décrit la déprotection d'alcynes et la formation de triazoles à 
partir d’alcynes protégés en une seule étape en présence de TBAF, d’iodure de cuivre, de 
DIPEA, dans le méthanol et sous irradiation micro-ondes à 120 °C. En nous inspirant de ces 
conditions, nous avons réalisé la déprotection et la cycloaddition « one-pot » sur l’alcyne 124 
dans l’éthanol à température ambiante obtenant ainsi le triazole 141 avec un rendement 
optimisé de 69 % (Schéma 61). 
 
Schéma 61 : Synthèse du triazole 141. 
Nous avons alors cherché à introduire le motif tétrazole en utilisant les conditions 
décrites précédemment (azoture de sodium et d’Amberlyst 15). Malgré l'ajout de 2 
équivalents supplémentaires d'azoture et le chauffage à reflux pendant 3 jours du milieu 
réactionnel, le nitrile de départ a été retrouvé inchangé. Cependant l'ajout de 2 équivalents 
de bromure de zinc262 à la réaction a permis la formation du tétrazole attendu 142 avec un 
rendement modeste de 40 % après trois jours de réaction (Schéma 62). Notons qu'une 
hydrolyse de l'ester de tert-butyle a été observée lors du traitement acide. Aucune 
optimisation de cette réaction n'a été réalisée par manque de temps. 
 
Schéma 62 : Synthèse du tricycle 142. 
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 Dérivés des amino-oxadiazoles 3.2.
 Stratégie de synthèse 3.2.1.
Suite aux premiers résultats biologiques en test chromogénique des molécules de la 
famille précédente (Fig. 61, (a)), des analogues possédant un azote secondaire entre le motif 
oxadiazole et le cycle azétidine ont également été synthétisés (Fig. 61, (b)) dans le but 
d’améliorer l'activité biologique obtenue avec le composé 51 et de mimer au mieux la 
structure de l’inhibiteur de PAI-1 AZ3976 publié en 2013 (Fig. 61). Ainsi, le groupement  R 
représente un fluor, un groupe trifluorométhyle ou un triazole substitué.  
 
Figure 61: Structure des analogues de l'inhibiteur AZ3976. 
La stratégie de synthèse envisagée est présentée dans le schéma 63. Le triazole peut 
être préparé à partir d’un alcyne lui-même introduit grâce à un couplage de Sonogashira. 
L’oxadiazole peut être synthétisé à partir de l’amidoxime obtenu comme précédemment à 
partir d’un nitrile. 
 
 Schéma 63 : Analyse rétrosynthétique des analogues de l’inhibiteur AZ3976. 
 Formation des amino-oxadiazoles : voie 1 3.2.2.
La méthode la plus classique donnant accès aux amino-oxadiazoles est présentée 
dans le schéma 64. L’oxadiazolone est formée à partir de l’amidoxime correspondant. Une 
chloration intermédiaire permet l'introduction de l’amine. 
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Schéma 64: Synthèse des aminooxadiazoles. 
En suivant cette voie de synthèse (Schéma 64), l’oxadiazolone 143 a été formée à 
partir de l’amidoxime 127 en utilisant le chloroformiate d’éthyle dans la pyridine à reflux 
(Schéma 65). L’oxadiazolone a été obtenue avec un rendement de 79 % sans purification. 
 
Schéma 65 : Synthèse de l’oxadiazolone 143. 
La chloration de l’oxadiazolone 143 a ensuite été mise en œuvre en présence de 
trichlorure de phosphoryle (Schéma 66) à température ambiante dans la pyridine.
263,264 
Quand la réaction a été réalisée à 80 °C dans la pyridine ou à 150 °C dans le DMF, seule une 
dégradation de l'oxadiazolone a été observée. Cette méthode n'a pas permis d’obtenir le 
chloro-oxadiazole 144 voulu. 
 
Schéma 66 : Tentative de synthèse du chloro-oxadiazole 144. 
Nous avons alors tenté d’introduire directement l’amine sur l’oxadiazolone 143 en 
nous appuyant sur les travaux de Wan et coll.265 qui ont décrit la préparation d’1,3,4-
oxadiazoles substitués en position 2 par une amine. La synthèse  été réalisée à partir des 
oxadiazol-2-ones activées par substitution nucléophile aromatique en utilisant un 
phosphonium. Cependant les auteurs ont montré que ces conditions réactionnelles sont très 
efficaces pour les 1,3,4-oxadiazoles mais que le rendement est beaucoup plus faible pour les 
1,2,4-oxadiazoles. Les conditions de Wan utilisant du BOP ou un mélange EDC/HOBt comme 
agents de couplage ont tout de même été appliquées à l’oxadiazolone 143. La réaction a été 
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testée avec la n-pentylamine comme modèle. Conformément à ce qui était indiqué dans 
l’article, le produit désiré 145 n’a pu être obtenu qu’avec de très faibles rendements de 5 à 
10 % (Schéma 67).  
 
Schéma 67 : Synthèse de l’aminooxadiazole 145. 
Suite à  ces résultats décevants et compte tenu des résultats décrits265 nous avons 
décidé de travailler de nouveau avec le motif 1,3,4-oxadiazoles (Fig. 62). En effet, lors des 
études de docking la liaison amine paraissait plus importante pour l’affinité avec PAI-1 que la 
nature du régioisomère de l’oxadiazole utilisé. 
 
Figure 62 : Structure des 1,3,4 amino-oxadiazoles 
La première étape consiste donc à former les oxadiazolones. Afin de valider 
rapidement la faisabilité de cette voie de synthèse, nous avons choisi de travailler à partir du 
3-bromobenzhydrazide commercial (Schéma 68). La réaction a été réalisée dans le THF, avec 
du carbodiimidazole à température ambiante et a conduit à l'oxadiazolone 146 avec un 
rendement de 70% sans purification.264  
 
Schéma 68 : Synthèse de l’oxadiazolone 146. 
 Pour toutes les molécules de cette famille, l’objectif était d’introduire le cycle 
azetidine, cependant les réactifs étant relativement chers, toutes les réactions ont été 
testées auparavant avec l’équivalent pipéridinique meilleur marché. De plus si un produit est 
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actif, tester son équivalent pipéridine permettrait de savoir si le cycle azetidine est 
réellement nécessaire. 
Les amino-oxadiazoles 147 et 148 ont été synthétisées dans les conditions décrites 
par Wan265 (Schéma 69). En utilisant l’amine commerciale, les produits ont été obtenus avec 
des rendements de 90 % pour la pipéridine 148 et de 36 %  pour l’azetidine 147. La 
différence de  rendement obtenu entre les deux composés n’est pas forcément significative 
car les réactions n’ont été réalisées qu’une seule fois.  
 
Schéma 69 : Synthèse des aminooxadiazoles 147 et 148. 
 Formation des motifs triazoles 3.2.3.
L'atome de brome présent sur le noyau aromatique des dérivés 147 et 148 permet 
l'introduction, via un couplage de Sonogashira, d'une triple liaison servant alors à la 
cycloaddition de Huisgen pour obtenir les triazoles d'intérêt. Les conditions de couplage 
mises au point précédemment ont permis d'obtenir l'alcyne correspondant 149 avec un 
rendement modeste de 26 %, expliqué par un faible taux de conversion. 
 
Schéma 70 : Synthèse de l’alcyne 149. 
Cette voie de synthèse manquant d’efficacité pour obtenir les inhibiteurs envisagés, 
une seconde voie de synthèse consistant à introduire le plus tôt possible la triple liaison a 
été développée. 
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 Formation des aminooxadiazoles : voie 2 3.2.4.
L’introduction de l’alcyne a été mise en œuvre à partir du 3-iodobenzoate d’éthyle 
dans les conditions précédemment développées. L’alcyne 150 a été obtenu avec un 
rendement de 86 % (Schéma 71).  
 
Schéma 71 : Synthèse de l’alcyne 150. 
L’ester 150 a ensuite été converti en hydrazide de façon classique, par réaction avec 
l’hydrate d’hydrazine dans l’éthanol (Schéma 72). L’hydrazide 151 a été obtenu 
suffisamment pur pour être utilisé directement dans la réaction suivante. 
 
Schéma 72 : Synthèse de l’hydrazide 151. 
Comme pour la synthèse précédente (voir paragraphe 3.2.2), l’oxadiazolone 152 a 
été formée par réaction avec du carbodiimidazole dans le THF et en présence de 
triéthylamine (Schéma 73).  
 
Schéma 73 : Synthèse de l’oxadiazolone 152. 
En suivant le protocole de Wan, les aminopipéridines ont ensuite été introduites sur 
l’hydrazide 152 conduisant au produit de condensations 153 et 149 avec des rendements de 
42 % et 53% respectivement (Schéma 74). Ce résultat a confirmé l’observation faite dans 
l’article de Wan sur la différence de réactivité entre les deux régioisomères de l’oxadiazole.  
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Schéma 74 : Synthèse des analogues 153 et 149. 
Les triazoles 154, 60 et 58  ont ensuite été formés par réaction avec l’azidoéthanol en 
suivant les conditions précédemment mises au point (Schéma 75).  
 
Schéma 75 : Synthèse des analogues 155, 60 et 58. 
Le composé 58 a été isolé mais pas purifié et directement hydrolysé pour obtenir 
l’acide carboxylique 59 avec 23 % de rendement à partir de 153. 
 
Schéma 76 : Synthèse de l’acide 59. 
 Famille des dihydropyrimidines 3.3.
 Stratégie de synthèse 3.3.1.
Cette dernière famille d’analogues possède les deux noyaux hétérocycliques disjoints. 
Nous espérons ainsi conserver des propriétés de liaisons identiques à celle de l’inhibiteur 
AZ3976 avec sa cible PAI-1 et augmenter son efficacité. La rétrosynthèse des molécules 
cibles 61 et 62 est présentée dans le schéma 77. Celles-ci peuvent être obtenues par 
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couplage entre un -cétoester commercial et le 3-guanidinoazétidine-1-carboxylate de tert-
butyle. Le dérivé guanidine d’intérêt peut être obtenu à partir de l’amine commerciale 
correspondante (Schéma 77). 
 
Schéma 77 : Analyse rétro-synthétique des dihydropyrimidines. 
 Synthèse des sels de guanidinium 3.3.2.
Afin de réaliser la cyclisation conduisant aux molécules cibles, la première étape a 
consisté à synthétiser les sels de guanidiniums précurseurs. La méthode la plus répandue 
dans la littérature utilise le chlorhydrate de pyrazole carboximamidine. En suivant le 
protocole décrit par Lapierre et al. en 2007,266  les deux sels de guanidiniums 155 et 156 ont 
été obtenus purs avec de bons  rendements (Schéma 78). 
 
Schéma 78 : Synthèse des sels de guanidiniums 155 et 156. 
 Cyclisation 3.3.3.
L’étape la plus délicate concerne la cyclisation entre les sels de guanidiniums 155 ou 
156 et le 3-oxo-3-(pyridin-2-yl)propanoate d’éthyle.  Il existe peu d’exemples dans la 
littérature, de cyclisation avec des sels de guanidinium «complexes» et aucun avec ceux que 
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nous avons préparés. La réaction a été réalisée avec du carbonate de potassium dans 
l’éthanol et un équivalent de chacun des réactifs.267 Le suivi de la réaction par ccm a montré 
la formation du produit  de cyclisation après quelques heures de réaction, puis une 
dégradation progressive de ce dernier si le temps de réaction est prolongé. La purification a 
posé de nombreuses difficultés. Les chromatographies sur silice sont impossibles à cause de 
la grande polarité du dérivé pyridinique. La chromatographie en phase inverse s'est révélée 
inefficace, seules plusieurs chromatographies sur  alumine neutre ont permis d’obtenir le 
tricycle 62 pur avec un faible rendement de 14 %. Le composé 61 a été isolé dans les mêmes 
conditions avec 10 % de rendement. Enfin une purification du composé 62 uniquement par 
lavage et précipitation avec de l’éther diéthylique a permis d’obtenir le produit avec 29 % de 
rendement. Par manque de temps ces protocoles n’ont pu être optimisés, cependant ils ont 
permis d’obtenir suffisamment de produit pour les tests biologiques. 
 
 
Schéma 79 : Synthèse des analogues 61 et 62. 
4. Conclusion 
Après une conception rationnelle de molécules potentiellement inhibitrices de la 
protéine PAI-1 basée sur des études de modélisation moléculaire, une soixantaine de 
molécules ont été préparées avec succès. Ces dérivés sont repartis en trois familles : les deux 
premières d’entre elles sont supposées posséder une affinité pour le site de liaison nommé C 
entre deux brins du feuillet b A et la troisième famille a été conçue à partir de la littérature 
selon une approche de chimie médicinale plus classique. 
Nous avons cherché à exploiter au maximum les réactions clés après la mise au point 
lors de la synthèse d’une famille. Le couplage de Sonogashira a donné lieu à de nombreux 
essais. Cette réaction est très dépendante de la structure des substrats. Malgré ces 
difficultés, nous avons pu mettre au point un protocole que nous avons utilisé pour chaque 
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famille. De la même façon la cycloaddition de Huisgen réputée universelle a dû être 
optimisée : le mélange dioxane/eau représente des conditions de solvant originales.  Enfin la 
formation de 1,3,4-oxadiazoles à nécessité de nombreux essais. Il a fallu trouver le meilleur 
synthon : hydrazide, acide carboxylique ou ester. La meilleure voie d’accès a été obtenue à 
partir de l’acide carboxylique d’intérêt et d’un diacylhydrazide.  
Dans le cadre de la synthèse d’analogues de l’inhibiteur AZ3976, nous n’avons pas 
réussi à préparer les 1,2,4 amino-oxadiazoles voulues, confirmant ainsi les difficultés 
signalées dans la littérature par Wan et coll.265 pour la préparation de ces motifs. Nous avons 
également mis en évidence les difficultés liées à la manipulation de composés possédant un 
motif tétrazole intéressant pour des propriétés biologiques. En effet, le manque de solubilité 
des dérivés et l’impossibilité d’ajouter des fonctions supplémentaires nous ont contraints à 
limiter l’exploitation de ce motif. Malgré les complications liées à la synthèse, les dérivés ont 
tous été obtenus avec une pureté suffisante pour être évalués en biologie selon les 
différentes techniques détaillées dans le chapitre 4.  
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Chapitre 4 
Evaluations biologiques des composés synthétisés 
 
Etude cristallographique de la protéine PAI-1 
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Afin d’évaluer l’activité sur PAI-1, des molécules synthétisées dans le chapitre 
précédent, plusieurs tests ont été mis place. Il est important de vérifier l’inhibition de PAI-1 
par différentes techniques différentes afin d’éviter les artefacts qu’ils soient positifs ou 
négatifs. Pour chaque technique, des inhibiteurs connus ont été pris comme référence afin 
de vérifier la fiabilité du test. L’ensemble des techniques utilisées et les résultats obtenus 
pour les différentes familles de molécules seront d’abord présentés. Puis dans un second 
temps, l’étude cristallographique de la protéine PAI-1 sera détaillée. Tous les tests 
biologiques ont été réalisés avec une protéine PAI-1 recombinante humaine native.  Par 
contre l’étude cristallographique a été menée avec une protéine non mutée tronquée des 24 
premiers acides aminés. 
1. Méthodes utilisées 
 Cinétique enzymatique 1.1.
 Principe 1.1.1.
 
Figure 63 : Principe du test chromogénique. 
L’inhibition de tPA par PAI-1 peut être suivie par cinétique enzymatique grâce à 
l’utilisation d'un substrat chromogène de tPA (Fig. 63). Le substrat chromogène est un 
peptide synthétique porteur d’un groupement para-nitroaniline (pNA) que la protéase (tPA) 
est capable de cliver. La libération du groupement pNA permet de suivre l’activité 
catalytique de tPA  par lecture de l’absorbance à 405 nm. Ainsi lorsque tPA est actif celui-ci 
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clive son substrat et libère le groupement  pNA que l’on détecte en mesurant l’absorbance 
(Fig. 63 (a)). En présence de PAI-1, tPA est inhibé et ne peut pas interagir avec le substrat 
chromogène (Fig. 63 (b)). En comparant l’activité de tPA seul, de tPA avec PAI-1 et en 
présence des agents synthétisés, on pourra en déduire l’inhibition de PAI-1 par les molécules 
synthétisées (Fig. 63 (c)). En effet, si on nomme a le coefficient directeur de la droite 
représentant l’absorbance en fonction du temps, atPA sera le coefficient directeur de la 
droite représentant l’absorbance en fonction du temps lorsque seule la protéine tPA est 
ajoutée, aPAI-1 le coefficient lorsque tPA et PAI-1 sont présents, et aMc le coefficient lorsque la 
molécule M à la concentration c, est en plus ajoutée. Alors Le pourcentage d’inhibition de 
PAI-1 peut être calculé grâce à la formule suivante :  
                      
        
           
 
L’objectif de ce test est d’évaluer de façon simple et rapide l’inhibition de PAI-1 par 
les composés organiques synthétisés. Ce premier test  permet d’évaluer l’inhibition directe 
de PAI-1 dans un milieu simplifié en l’absence de tous les autres acteurs du système 
fibrinolytique (plasmine, plasminogène, fibrine…). 
 Mise au point du test chromogénique 1.1.2.
Le protocole de ce test a déjà été mis au point à l’Institut de Recherches Servier 
(IDRS). Cependant des variations importantes de résultats, dues aux lots de protéines et de 
réactifs ont été observées. Plusieurs inhibiteurs connus (la Tiplaxtinine, l’AZ3976, le TM5275, 
et le pentapeptide TVASS) ont été utilisés pour comparer les valeurs d’IC50 trouvées avec 
celles décrites dans la littérature afin de valider le protocole expérimental.  
Une étude par cinétique de l’inhibition de tPA par PAI-1 sans ajout d’inhibiteur a 
d’abord été réalisée afin de vérifier la linéarité de la réponse au cours du temps. 
L’expérience a été réalisée avec 0,5 ; 1 ; 1,5 ; et 2 équivalents de PAI-1 par rapport à tPA. Les 
résultats obtenus sont présentés sur la figure 64.  
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Figure 64 : Absorbance à 405 nm au cours du temps. En rouge est représentée l’absorbance au cours du temps avec tPA 
seul. En bleu l’absorbance lorsque 0,5 éq de PAI-1 sont ajoutés, en vert 1 éq de PAI-1, en orange 1,5 éq de PAI-1 et en 
violet 2 éq de PAI-1. Pour plus de clarté, la valeur initiale de l’absorbance à 405nm  est fixée de façon arbitraire à celle 
mesurée pour tPA seul pour toutes les courbes.  
L’expérience confirme que la réponse de tPA est linéaire au cours du temps. Les 
mesures ont été enregistrées en triplicat et les résultats sont reproductibles excepté pour 
l’analyse réalisée avec 0,5 équivalent de PAI-1. Il est préférable de ne pas se placer en fort 
excès de PAI-1 afin de garantir un test d'une  sensibilité élevée. En effet plus la concentration 
en PAI-1 est grande plus la concentration d’inhibiteur nécessaire pour l’inhiber est 
importante. Pour la suite des expériences, 1,5 équivalent de PAI-1 par rapport à tPA sera 
utilisé. En suivant ce protocole, détaillé en partie expérimentale, l’inhibition des molécules 
décrites comme inhibiteurs de PAI-1 a été évaluée. Les résultats obtenus sont présentés 
dans le tableau 9.  
Composé Structure 
IC50 ou % d’inhibition 
mesuré 
IC50 ou % d’inhibition 
littérature 
Tiplaxtinine 
 
80 µM 2,7-40 µM
120,137,145,156,268
 
TM5275 
 
20,6 % 
à 33 µM 
5,6 µM
122,123
 
15 % à 30 µM
*mesuré à l’IDRS+
 
AZ3976 
 
28 µM 26 µM
151
 
TVASS 
 
18 % 
à 33 µM 
Non publié 
Tableau 9 : Résultats du test chromogénique obtenus avec les inhibiteurs connus. 
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La valeur de l’IC50 mesurée pour la Tiplaxtinine est de 80 µM, alors que les valeurs 
reportées dans la littérature varient de 2,7 à 40 µM selon les publications. Les différences de 
protocoles expérimentaux et de réactifs utilisés dans la littérature, même s’il s’agit toujours 
d’un test chromogénique avec tPA, laissa apparaitre une large gamme d’IC50. Il semble donc 
délicat de comparer les valeurs d’IC50 obtenues lors de tests chromogéniques si les tests ne 
sont pas réalisés dans des conditions strictement semblables. Nous utiliserons donc les 
valeurs que nous avons trouvées pour les inhibiteurs connus de la protéine PAI-1 comme 
référence. 
Pour le composé TM5275, la valeur de l’IC50 reportée dans la littérature est de 5,6 µM. 
Cependant une mesure faite à l’IDRS avant notre travail,  montrait 15 % d’inhibition à 30 µM, 
valeur en accord avec les 20,6 % d’inhibition à 33 µM que nous avons mesurés lors de ce 
test. La mesure de l'inhibition de PAI-1 avec la molécule AZ3976, permet de confirmer la 
fiabilité du test puisque la valeur de l’IC50  mesurée est identique à celle publiée.  Enfin 
aucune valeur d'IC50 n’avait été publiée pour le pentapeptide, l’activité mesurée lors de ce 
test est comparable à l’activité mesurée pour le TM5275.  
 Fluorimétrie différentielle à balayage 1.2.
 Principe de la technique 1.2.1.
 La mesure de la température de fusion (Tm) d’une protéine, c’est-à-dire la 
température à laquelle la protéine se dénature et perd sa structure tridimensionnelle, peut 
être utilisée comme un indicateur de sa stabilité. Le principe de la fluorimétrie différentielle 
à balayage ou Differential Scanning Fluorimetry (DSF) est d’étudier la déstructuration 
thermique des protéines afin d’obtenir des informations sur leur stabilité.  
 Cette technique repose sur l’utilisation d’un fluorophore le Sypro Orange®. Cette 
sonde possède une longueur d’onde d’adsorption maximale à 490 nm et une longueur 
d’onde d’émission maximale à 530 nm. Elle possède de plus la particularité d’avoir un 
rendement quantique de fluorescence faible en milieu hydrophile et élevé en milieu 
hydrophobe (Fig. 65). A basse température, lorsque la protéine est correctement repliée, les 
acides aminés hydrophobes ne sont pas accessibles au fluorophore qui est désactivé par le 
tampon. L’échantillon est ensuite progressivement chauffé, et le niveau de fluorescence 
Méthodes utilisées 
137 
 
mesuré. Lorsque la température de chauffe atteint le Tm de la protéine d’intérêt, la 
structure n’est plus conservée, les acides aminés hydrophobes sont alors accessibles à la 
sonde qui va fluorescer intensément jusqu’à atteindre un maximum. A plus haute 
température, les zones hydrophobes de la protéine vont interagir entre elles conduisant à un 
phénomène d’agrégation et bloquant leurs accès au Sypro orange®; l’intensité de 
fluorescence va alors décroitre. 
La température de fusion (Tm) d’une protéine dans un milieu donné est calculée grâce 
à l’équation de Boltzmann : 
        
         
      
    
  
 
Avec Imin l’intensité minimale, Imax l’intensité maximale, Tm la température de 
dénaturation, a la pente de la droite autour du Tm. Le Tm est défini comme la température 
au point d’inflexion de la courbe de dénaturation et correspond à la température de demi-
dénaturation. Expérimentalement, il est obtenu en calculant la dérivée de la courbe de 
fluorescence par rapport à la température, le Tm correspondant à la valeur minimum de 
cette courbe. 
L’analyse DSF peut permettre de comparer le Tm d’une protéine dans différents 
tampons, ou le Tm  de plusieurs protéines dans un tampon donné. Cette technique est 
également largement utilisée pour comparer le Tm  d’une protéine en présence de petites 
molécules avec le Tm de la protéine seule. Cette mesure permet d’évaluer le gain ou la perte 
de stabilité thermique de la protéine et par conséquent d’identifier d’éventuels ligands (Fig. 
65). Cette méthode présente plusieurs avantages : la faible quantité de protéine nécessaire, 
la rapidité de l’analyse et le grand nombre de conditions testées simultanément car les 
échantillons sont placés en plaques 96 ou 384 puits selon l'appareillage utilisé. 
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Figure 65 : Principe de l’analyse de DSF avec un ligand 
 Etude de faisabilité  1.2.2.
Avant de réaliser l’étude d’une protéine par DSF, il est nécessaire de faire plusieurs 
expériences préliminaires afin de vérifier que l’analyse est possible, car cette méthode ne 
peut pas être utilisée pour l’ensemble des protéines. Initialement, la fluorescence mesurée 
en présence de la sonde doit être négligeable par rapport à celle émise lors de la 
dénaturation. 
 Un premier test est réalisé en présence du  tampon  et du Sypro Orange® afin de 
vérifier la valeur de la fluorescence dans ces conditions. En l'absence de fluorescence 
significative, la même mesure est ensuite réalisée en présence de la protéine. Enfin une 
mesure est également faite en ajoutant la quantité de DMSO qui sera utilisée pour 
solubiliser les molécules à tester. 
La première étape consiste donc à définir le tampon dans lequel les analyses seront 
faites par la suite. Le tampon utilisé pour les autres évaluations biologiques (Biacore, test 
chromogénique, DLS) a tout d’abord été essayé. Une fluorescence importante (40 à 50 RFU) 
due à l’albumine de sérum bovin (BSA) présente dans le tampon est mesurée, ne permettant 
pas de voir par la suite celle due à la dénaturation de la protéine. Environ 25 tampons utilisés 
avec PAI-1 dans la littérature ont été testés et les Tm mesurés et comparés.  Parmi ceux-ci, 
les trois tampons pour lesquels on obtient les meilleurs résultats c’est-à-dire un Tm élevé et 
facilement mesurable sont présentés en Fig. 66. Dans ces tampons, le Tm mesuré pour PAI-1 
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est de 52,9 °C. Ce résultat est en accord avec les valeurs publiées dans la littérature qui sont 
autour de 53°C.160  
 
Figure 66 : Analyses par DSF de PAI-1 dans 3 tampons différents.  A : Fluorescence mesurée en fonction de la 
température, B : dérivée de  la fluorescence par rapport à la température. Sur les deux graphes, en orange le tampon 
utilisé est : 10 mM AcONa, 1 M NaCl, pH 5,6 ; en bleu : 10 mM AcONa, 1 M NaCl, 0,1 % PEG 6000, pH 5,6 et en Vert : 10 
mM AcONa, 1 M NaCl,  6 % TMAO, pH 5,6. 
La concentration de la protéine a également été optimisée afin d’obtenir le ratio  
intensité du signal par rapport à la quantité de protéine le plus favorable. Sachant qu’on se 
place en général en large excès de ligand, plus la protéine est concentrée plus le ligand devra 
également être concentré, ce qui peut poser des problèmes de solubilité. Sur la Fig. 67, les 
analyses réalisées avec une concentration en PAI-1 de 1, 5 et 10 µM sont présentées. A 1 
µM, le signal n’est pas suffisamment élevé pour pouvoir mesurer sans ambiguïté le Tm. Au 
contraire  à 5 et 10 µM, le Tm est parfaitement défini. Pour la suite de l’étude, PAI-1 sera 
utilisée à 8 µM.  
 
Figure 67 : A : Fluorescence en fonction de la température, B : dérivée de  la fluorescence par rapport à la température. 
Pour les deux graphiques, les concentrations en PAI-1 sont 1, 5 et 10 µM. Pour les trois mesures le tampon utilisé est : 10 
mM AcONa, 1 M NaCl. 
Les agents synthétisés ont été solubilisés dans le DMSO pour tester leur activité sur la 
protéine PAI-1 par DSF. Sachant que les protéines sont parfois très sensibles à la présence de 
DMSO qui peut altérer leur stabilité, une mesure a sytématiquement été réalisée en 
présence de la quantité de DMSO qui sera présente avec les agents. Cette mesure montre 
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que lorsque l’on ajoute 8 % de DMSO, le Tm de PAI-1 diminue à 51,9 °C. Cette valeur sera 
celle prise en compte pour comparer l’influence de petites molécules sur PAI-1. 
 Etudes par résonance des plasmons de surface 1.3.
 La résonance des plasmons de surface (SPR) est un phénomène optique qui se 
produit dans certaines conditions lorsque de la lumière est réfléchie sur une fine couche 
métallique. Ce phénomène peut être utilisé comme biocapteur pour visualiser en temps réel 
des interactions entre des biomolécules non marquées (protéines, anticorps, ADN…) entre 
elles ou avec de petites molécules. Cette technique présente une très bonne précision de 
l’ordre de 10-6 à 10-7 RIU (unité d’indice de réfraction), et  un bon contraste entre la matrice 
et les composés, permettant des mesures avec des molécules biologiques où les limites de 
détection requises sont de l’ordre du nM ou du µM. 
 Principe physique 1.3.1.
 De façon simplifiée, lorsqu'un faisceau de lumière polarisée monochromatique entre 
en contact avec une interface séparant deux milieux d’indices de réfraction différents, deux 
phénomènes peuvent se produire : la réflexion et la réfraction. Lorsque l’angle d’incidence 
du photon est plus grand qu’un certain angle, le photon ne se propagera pas dans le second 
milieu mais restera confiné dans le premier milieu dans un régime de réflexion totale 
interne. Cependant le champ électrique ou magnétique du photon peut pénétrer 
légèrement dans le deuxième milieu, sur une distance très courte de quelques dizaines de 
nm. Cette zone due aux propriétés non classiques de la lumière est appelée champ 
évanescent (Fig. 68). 
 
Figure 68 : Phénomène d’onde évanescente. 
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 Lorsque les deux milieux sont séparés par une mince couche métallique (en général 
constituée d’or ou d’argent) les photons incidents peuvent interagir avec le gaz d’électrons 
du métal. Ce couplage se produit avec des oscillations électroniques collectives et 
quantifiées que l’on nomme plasmons. Parmi ceux-ci, on peut distinguer les plasmons de 
surface qui sont des « excitations » de surface dont le champ électromagnétique diminue de 
façon exponentielle dans les milieux de part et d’autre de la surface. Lorsque le photon 
incident possède la bonne énergie et le bon moment il pourra entrer en résonance avec les 
électrons libres du métal. Ce phénomène est appelé résonance plasmonique de surface 
(SPR).  
 Si l’indice de réfraction de la solution change, le vecteur d’onde de la lumière qui sera 
en résonance avec le plasmon de surface devra changer également. Lorsque le photon 
incident possède la bonne énergie pour entrer en résonance il est absorbé et retransmis 
dans le milieu submergeant la sonde. Dans le cas contraire, il est transmis dans le faisceau 
réfléchi vers le détecteur. Ainsi, la chute d'intensité du faisceau réfléchi peut être mesurée à 
travers l'enregistrement de variations d'angle de résonance. L’angle d'intensité minimum est 
appelé angle de résonance. En résumé, l'angle de résonance est étroitement lié à la densité 
du milieu et l'enregistrement des variations de cet angle permet de visualiser les interactions 
(protéine-protéine ou protéine-petite molécule) en temps réel et sans marquage (Fig. 69). 
 
Figure 69 : Principe de l’utilisation de la SPR comme biocapteur. 
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 La technologie Biacore 1.3.2.
 Le système Biacore utilise la SPR  pour visualiser en temps réel des interactions entre 
des biomolécules non marquées. Pour mesurer l’interaction entre deux espèces, l’une des 
biomolécules va être immobilisée sur le biocapteur et la seconde injectée en solution dans 
un tampon sur le biocapteur. 
 Dans notre cas, le biocapteur est une puce appelée CM5 constituée d'un support de 
verre recouvert d'une fine couche d'or et d'un hydrogel réticulé de dextran carboxyméthylé. 
Il existe plusieurs types de puce suivant l’espèce à immobiliser. Le dextran est le plus utilisé 
car il permet d’immobiliser de façon covalente des biomolécules hydrosolubles via un 
couplage entre ses groupes carboxyles et les groupes NH2, -SH, -CHO, -OH or –COOH des 
biomolécules. L’analyte est dilué dans un tampon et circule à flux constant à la surface du 
biocapteur. Les changements de masse induits par l'association ou la dissociation des 
complexes entre l’analyte et le ligand greffé modifient l’indice de réfraction du milieu et 
décalent la position de l'angle de résonance. L’enregistrement de cet angle permet de suivre 
en temps réel la fixation des molécules injectées en solution (Fig. 70). 
 
Figure 70 : Principe d’une analyse Biacore. 
 Le signal de résonance est exprimé en unités de résonance (RU). Une variation de 
1000 RU correspond à une déviation de l'angle de résonance de 0,1 degré, ainsi qu'à une 
fixation de 1 ng de protéine par mm2 de surface.  
Lumière polarisée 
monochromatique 
Lumière réfléchie Air 
Barre de diodes 
Intensité 
Angle de résonnance 
Changement d’angle 
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 Au début de l'expérience, la ligne de base correspond à un débit de tampon sur la 
matrice déjà greffée avec le ligand (Fig. 71). Lorsque l'analyte est injecté, la formation des 
complexes est suivie par l'augmentation de masse au voisinage de la surface jusqu’à 
saturation. Lorsque le tampon de course remplace l’analyte, on observe une dissociation des 
complexes. La dernière étape consiste en une régénération de la surface pour décrocher les 
complexes et revenir à la ligne de base; ce qui permet de faire plusieurs cycles sur une même 
surface.  
 
Figure 71 : Cycle d’une expérience Biacore. 
 Approche DBA « direct binding assay » 1.3.3.
Cette première technique appelée DBA pour "direct binding assay", permet de 
mesurer la liaison directe des composés sur une protéine (Fig. 72). Pour cela, la biomolécule 
(ici tPA ou PAI-1) est immobilisée sur une puce CM5 par couplage « amine » entre  les 
groupes carboxyles du dextran et les amines libres de la protéine grâce à un mélange 
EDC/NHS. Le composé en solution dans le tampon est ensuite injecté à la surface de la puce. 
La réponse mesurée sur cette piste par rapport à une piste référence ou aucune protéine 
n'est immobilisée permet de calculer le pourcentage de liaison des molécules sur PAI-1. La 
protéine tPA est également immobilisée sur une piste supplémentaire, pour mesurer le 
pourcentage de liaison sur PAI-1 en soustrayant le pourcentage de liaison sur  tPA. Cette 
mesure permet de vérifier que l’inhibition se fait par liaison sur PAI-1. En fin d’analyse, la 
fonctionnalité des protéines immobilisées est vérifiée avec tPA pour PAI-1 et inversement. 
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Figure 72 : A : Schéma de l’analyse DBA, B : réponse obtenue en fonction du temps pour un composé à différentes 
concentrations. 
L’approche DBA présente l’avantage d’être relativement rapide et facile à mettre en 
œuvre. Cependant elle permet uniquement de quantifier la liaison de l'agent testé sur la 
protéine. Aucune information sur l'inhibition potentielle de PAI-1 ne peut être obtenue par 
cette approche. 
 Approche ISA «inhibition in solution assay» 1.3.4.
 Une seconde technique nommée ISA pour "inhibition in solution assay" permet de 
mesurer l’inhibition de PAI-1 (Fig. 73). Pour cela, un anticorps anti-espèce de souris est 
d’abord immobilisé sur la puce CM5 par couplage amine. Ensuite, de façon successive 
l’anticorps anti-tPA puis le tPA sont capturés. Le composé à tester est mélangé en solution 
dans un tampon avec PAI-1, et la réponse sur tPA est mesurée. PAI-1 seule est utilisée 
comme contrôle entre chaque composé testé. En effet, à cause de l’instabilité de PAI-1, le 
niveau de liaison avec tPA diminue au cours de l’analyse. Il est nécessaire de faire un 
contrôle entre chaque mesure car le calcul du pourcentage d’inhibition des molécules se fait 
par rapport à cette valeur. Après chaque cycle, la puce est régénérée grâce à une solution de 
chlorhydrate de  glycine (pH 1,7). Cette solution permet de couper la liaison entre l’anticorps 
anti-tPA et l’anticorps anti-espèce de souris. Les captures de l’anticorps anti-tPA et de tPA 
sont ainsi faites à chaque cycle car une fois PAI-1 liée à tPA, il n’est plus possible de séparer 
les deux protéines. En fin d’analyse, en injectant le composé seul, on peut également vérifier 
comme en DBA que celui-ci ne se lie pas sur tPA.  
A  
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Figure 73 : A : Schéma de l’analyse ISA, B : réponse obtenue en fonction du temps pour un composé à une concentration 
donnée. 
A cause des différentes captures, cette méthode est beaucoup plus longue à mettre 
en  œuvre que la précédente. Par exemple, pour tester 10 composés à 3 concentrations 
différentes, 30 heures d’analyses sont nécessaires.  Comparativement, 10 heures sont 
nécessaires avec la technique DBA. Cependant, elle permet de mesurer l’inhibition de PAI-1 
qui est l’information que nous recherchons.  
 Mise au point des  analyses en Biacore  1.3.5.
Des protocoles pour les deux méthodes avaient déjà été optimisés à l’IDRS avant le 
début de ce travail. Toutes les expériences de Biacore ont été réalisées dans la division 
Biotechnologies et Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire (BPMC) à Croissy-sur-Seine. La 
fiabilité de ces tests a cependant été vérifiée grâce aux inhibiteurs de référence. Les résultats 
sont résumés dans le tableau 10. Pour chaque composé, le pourcentage de liaison sur PAI-1 
par rapport à un blanc, le pourcentage de liaison sur PAI-1 par rapport à tPA, et le 
pourcentage d’inhibition de PAI-1 sont reportés. 
Composé 
Concentration 
(µM) 
% Liaison PAI-1 
(Analyse DBA) 
Ecart 
type 
% Liaison PAI-1 
/tPA  
(Analyse DBA) 
Ecart 
type 
% Inhibition 
PAI-1 
(Analyse ISA) 
Ecart 
type 
tiplaxtinine 
10 2,2 2,3 2,6 - 6,0 4,2 
50 8,7 3,1 8,5 - 23,9 4,2 
100 19,5 5,3 17,6 - 63,7 16,3 
TM5275 
10 0,9 0,7 0,7 1,0 6,5  - 
50 5,4 0 1,7 0,3 9,1  - 
100 13,3 1,8 4,3 0,9 20,6  - 
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TVASS 
10 1,2 0,1 0,1 0,1 10,8 3,6 
50 1,1 1,3 0,3 0,2 39,5 6,6 
100 2,1  0,3 0,3 0,1 67,7 1,7 
AZ3976 
0,01 2,4 - 2,3 - 0,5 5,1 
0,1 21,8 7,8 17,1 2,4 0,8 0,6 
1 55,8 10,8 49,7 4,8 31,6 6,6 
10 61,8 10,1 55,6 4,7 102,1 4,3 
100 65,5 8,2 59,6 3,2 106,4 2,2 
Tableau 10 : Résultats des analyses Biacore obtenus pour les composés de référence. Lorsqu’aucun écart type n’est 
précisé, la mesure a seulement été réalisée une fois. 
Le traitement des résultats montrent que la tiplaxtinine, se lie faiblement sur PAI-1 
(20 % de liaison à 100 µM). Avec l’analyse ISA, on observe que lorsque PAI-1 est incubé avec 
la tiplaxtinine à 100 µM, la protéine est inhibée  à 64 %. Cette valeur est cohérente avec celle 
de l'IC50 de 80 µM mesurée lors du  test chromogénique. Le composé TM5275 se lie peu à 
PAI-1, et l’inhibition mesurée est un peu plus faible que celle déterminée par le test 
chromogénique (20,6 % à 33 µM). L’analyse des résultats obtenus pour le pentapeptide 
TVASS, révèle qu’il ne se lie pas à PAI-1, en revanche l'approche ISA montre que le peptide 
est capable d’inhiber PAI-1 avec une meilleure efficacité que la tiplaxtinine. A une 
concentration de 50 µM, le peptide inhibe PAI-1 à 40 %. Ces résultats peuvent s’expliquer 
par le mode d’action du pentapeptide, en effet celui-ci se lie entre les brins du feuillet  A de 
PAI-1. En DBA, la protéine est directement fixée de façon covalente sur la puce, rendant 
probablement le site de liaison difficilement accessible puisqu’un mouvement du feuillet  
est nécessaire. Une étude par SPR de l’activité de TVASS publiée par Xue. et coll.117 a montré 
l’existence de deux sites de liaisons du peptide sur PAI-1. Cependant les concentrations 
utilisées étaient beaucoup plus grandes (de 500 µM à 4 mM) que celles de notre étude.  
Enfin le composé AZ3976 montre la meilleure affinité pour PAI-1. On observe  56 %  
de liaison sur PAI-1 à 1 µM par rapport au blanc et à 50 %  de liaison rapport à tPA (Fig. 74).  
Grâce au logiciel Biaevaluation les constantes d’association et de dissociation, ont été 
calculées à chaque concentration en utilisant le model  «single binding site». 
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Figure 74 : Résultats de l’analyse DBA réalisée avec l’inhibiteur AZ3976. 
L’inhibition de PAI-1 par le composé AZ3976 a également été évaluée par l'approche 
ISA :   à 1 µM le composé AZ3975 inhibe PAI-1 à 32% (Fig. 75 et Tableau 10). Cette molécule 
sera ainsi utilisée comme référence pour la suite de nos études de SPR. 
 
Figure 75 : Résultats de l’analyse ISA réalisée avec l’inhibiteur AZ3976. 
 Diffusion dynamique de la lumière 1.4.
 Théorie de la technique 1.4.1.
 La technique de diffusion dynamique de la lumière (DDL) ou "dynamic light 
scattering" (DLS) en anglais, permet de déterminer la taille des particules en solution et par 
conséquent l’agrégation de petites molécules dans un milieu donné. Cette information est 
très importante car les molécules organiques sont souvent peu solubles en milieu aqueux 
alors que la plupart des tests biologiques sont réalisés en milieux tamponnés nécessaires 
pour les protéines. La précipitation ou l’agrégation des composés organiques peut rendre 
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ces tests difficiles à réaliser ou non fiables. Pour cette raison, nous avons vérifié l'état  
d’agrégation de nos composés par DDL dans les mêmes conditions que celles utilisées pour 
les tests en biacore. 
 Le principe de la DLS consiste à mesurer au cours du temps l’intensité de la lumière 
diffusée par une solution pour un angle fixe lorsqu’elle est éclairée par un laser. Les 
fluctuations de l’intensité sont liées aux mouvements thermiques aléatoires des petites 
particules en suspension appelés mouvements browniens. Ces mouvements  peuvent être 
modélisés par la relation de Stokes-Einstein : 
    
   
     
 
Dans cette relation,  Dh représente  le diamètre hydrodynamique, Dt le coefficient de 
diffusion transversale, kB la constante de Boltzmann, T la température, et η la viscosité 
dynamique. La résolution de cette équation donne ainsi accès à la taille hydrodynamique Dh, 
c'est-à-dire la taille d'une sphère qui diffuserait la lumière de la même façon que la particule 
considérée. Cependant cette information n’est pas accessible directement. La mesure 
expérimentale permet l'accès à la fonction d’auto-corrélation g pour un angle donné, qui par 
la suite permet de déterminer le coefficient de diffusion transversale Dt.  
        
〈          〉
〈    〉 
 
En général, g décroît lorsque le temps augmente. Après un certain temps, le 
mouvement aléatoire des particules induit une perte de mémoire du système et la 
corrélation avec l’instant zéro disparaît. Si g décroît rapidement, cela signifie  que le signal 
mesuré varie rapidement. C'est le cas quand les particules se déplacent assez vite, et qu'elles 
sont donc de petites tailles. Pour un échantillon monodisperse la fonction g peut être décrite 
après soustraction de la ligne de base par : 
            
 
Le traitement des données expérimentales permet de déterminer le coefficient de 
diffusion Γ. De plus, Γ vérifie également la relation suivante :  
Méthodes utilisées 
149 
 
      
  
Dt représente le coefficient de diffusion transversale défini précédemment, et q le 
vecteur de diffusion qui est calculé par l'équation suivante : 
   
   
 
   
 
 
 
Dans cette formule, n représente l'indice de réfraction du liquide, λ la longueur 
d'onde du laser et θ l’angle de diffusion. En remplaçant q dans l’équation précédente, on 
peut en déduire Dt. En remplaçant ensuite Dt dans la formule de Stokes-Einstein, on peut 
déterminer la taille des particules en suspension dans le milieu. 
L’analyse par DDL peut se faire dans divers liquides, il faut cependant connaître 
l'indice de réfraction du liquide concerné et sa viscosité pour pouvoir interpréter les 
résultats. Les impuretés ou agrégats même faiblement présents sont très visibles lors des 
expériences. Enfin la température de l'expérience est un paramètre important : elle apparaît 
directement dans l'équation de Stokes-Einstein et la viscosité également représentée dans 
cette équation dépend de la température. 
 Expérience de DLS 1.4.2.
 Le protocole de DLS décrit dans ce travail, est celui utilisé à l’IDRS dans la division 
BPMC. Les expériences ont été faites à 25 °C, et 10 acquisitions de 1 seconde ont été 
réalisées pour chaque puits. Les molécules ont été solubilisées dans les mêmes conditions de 
tampon et de concentration que pour l’expérience de SPR et des blancs comprenant 
uniquement le tampon et du DMSO ont été réalisés pour chaque analyse. Pour tous les 
composés, l’agrégation a été mesurée à 10, 50 et 100 µM et chaque mesure a été faite en 
triplicat. Les résultats ont ensuite été traités avec le logiciel Dynamics. Le protocole détaillé 
est décrit en partie expérimentale. 
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2. Résultats des évaluations biologiques sur les composés 
synthétisés 
Toutes les molécules synthétisées dans le chapitre 3 ont été testées selon les 
différentes approches décrites précédemment. Les résultats de l’ensemble des tests sont 
regroupés par famille de molécules.  
 Composés benzéniques trisubstitués en positions 1, 3, et 5 2.1.
Les résultats pour les composés benzéniques trisubstitués en position 1, 3, et 5 sont 
présentés dans le tableau 11. Le pourcentage d’inhibition de PAI-1 a tout d’abord été 
mesuré avec le test chromogénique. L’agrégation a été déterminée grâce à la technique DLS 
dans les mêmes conditions que celles utilisées lors de l’analyse SPR. Les pourcentages de 
liaison sur PAI-1 et PAI-1/tPA ont été calculés à partir de l’approche DBA. Enfin le 
pourcentage d’inhibition de PAI-1 a été déduit lors de l’analyse ISA. Si l'écart type n’est pas 
indiqué, cela signifie que l’expérience a été réalisée une seule fois. 
Nom Structure % Inhibition 
Agrég. 
(µM) 
Conc. 
(µM) 
% liaison 
PAI (DBA) 
Ecart 
type 
% liaison 
PAI/tPA 
(DBA) 
Ecart 
type 
% 
inhibition 
PAI (ISA) 
Ecart 
type 
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Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
100 
10 1,3 4,6 -0,5 2,3 1,3 1,0 
50 4,9 3,3 -1,6 4,1 -2,0 5,6 
100 12,1 0,6 -0,7 3,9 -3,0 6,9 
94 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
50 
10 4,7 0,2 0,7 0,9 -0,3 3,1 
50 11,1 2,0 -0,2 4,6 1,0 6,9 
100 15,7 4,3 -0,1 7,4 -1,4 4,5 
84 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 6,2 0,6 0,8 0,5 0,5 1,4 
50 8,6 1,8 0,6 1,2 2,0 2,1 
100 11,2 2,9 0,8 1,2 2,1 2,7 
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Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
~ 100 
10 5,2 2,8 0,6 0,6 1,2 2,3 
50 9,2 3,0 0,5 1,0 1,2 4,0 
100 15,1 2,7 1,7 0,5 1,5 7,1 
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Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 3,7 1,0 0,8 0,3 -2,8 6,4 
50 7,9 2,2 0,3 1,1 -2,1 6,4 
100 12,8 1,7 1,1 0,0 -3,1 7,4 
98 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 2,7 0,9 1,3 0,6 -3,1 1,2 
50 4,7 1,3 2,0 0,9 -9,9 3,7 
100 7,8 1,8 3,2 1,2 -8,8 1,6 
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1 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
50 
10 1,8 2,2 1,0 0,4 0,4 - 
50 6,6 1,3 1,1 0,3 0,6 - 
100 9,5 1,6 0,9 0,4 -0,1 - 
3 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 2,9 3,0 -0,1 1,6 0,3 0,4 
50 6,8 1,9 -0,4 1,9 -0,5 0,7 
100 9,9 2,8 -0,3 1,7 -1,6 2,3 
21 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 1,3 2,2 0,4 0,9 -5,5 1,0 
50 -0,3 2,1 -0,2 1,4 -5,2 4,6 
100 -2,5 2,4 -1,4 1,2 -12,3 2,1 
96 
 
Pas 
d'inhibition 
à100 µM 
> 100 
10 1,2 0,4 0,6 0,5 -4,6 4,7 
50 -0,1 0,8 -0,3 0,8 -6,8 1,7 
100 -2,2 0,7 -1,8 0,5 -9,8 1,2 
97 
 
8 % à 100 µM ~ 100 
10 1,3 0,4 0,8 0,6 -2,5 1,9 
50 -0,7 0,8 -0,3 0,7 -3,3 3,2 
100 -2,4 1,2 -1,3 1,1 -7,5 1,4 
4 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 1,7 4,9 1,2 0,3 1,3 1,5 
50 3,4 5,2 0,5 0,8 1,1 0,2 
100 5,5 5,7 0,2 1,1 3,1 3,8 
6 
 
5 % à 100 µM > 100 
10 1,5 1,6 0,8 0,7 1,7 - 
50 3,6 1,6 1,1 0,5 3,3 - 
100 4,8 3,1 1,0 0,6 -0,3 - 
18 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 0,5 1,8 0,0 1,5 0,5 - 
50 1,4 - 0,6 1,0 -1,6 - 
100 1,5 - 0,6 1,0 -2,9 - 
20 
 
10 % à 100 
µM 
> 100 
10 1,3 0,3 6,2 10,4 0,7 - 
50 3,2 - 0,5 0,9 -1,3 - 
100 0,6 - 0,5 0,9 -2,0 - 
15 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
50 
10 2,5 1,2 1,5 0,4 2,1 6,3 
50 7,0 1,8 4,4 3,0 0,9 8,8 
100 10,5 2,9 7,0 5,2 -0,6 1,9 
16 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
~ 100 
10 1,7 0,4 0,4 0,8 2,0 1,9 
50 3,9 2,4 1,1 0,3 1,3 4,5 
100 4,0 - 0,4 0,8 -0,6 5,7 
Tableau 11 : Résultats des évaluations biologiques pour les composés benzéniques trisubstitués en positions 1, 3, et 5. 
L’évaluation biologique de cette famille de composés montre que dans les tests 
réalisés les composés n’ont malheureusement peu ou pas d’activité sur PAI-1.  En effet les 
valeurs du pourcentage de liaison sur PAI-1 par rapport à tPA montrent qu’aucun des 
composés ne se lie de façon significative sur PAI-1. De même aucune inhibition de PAI-1 lors 
de l’analyse ISA n’a été mesurée.  
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 Composés benzéniques trisubstitués en positions 1, 2, et 3 2.2.
Comme pour la famille précédente, les résultats pour les composés benzéniques 
trisubstitués en position 1, 2, et 3 sont présentés dans le tableau 12.  
Nom Structure % Inhibition 
Agrég. 
(µM) 
Conc. 
(µM) 
% liaison 
PAI (DBA) 
Ecart 
type 
% liaison 
PAI/tPA 
(DBA) 
Ecart 
type 
% 
inhibition 
PAI (ISA) 
Ecart 
type 
113 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100   
10 2,0 0,6 0,4 0,9 0,1 1,0 
50 4,2 0,2 0,0 1,2 1,2 0,6 
100 7,8 - -0,9  1,4 0,8 
120 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
~ 100 
10 2,3 1,0 1,0 0,2 -2,8 6,4 
50 4,4 1,9 0,5 0,7 -2,1 6,4 
100 6,3 1,8 0,3 1,0 -3,1 7,4 
121 
 
4 % à 100 µM > 100 
10 4,0 3,4 1,7 0,6 -3,3 10,1 
50 4,8 1,8 1,6 0,7 0,8 3,8 
100 5,1 1,7 1,5 0,8 1,6 6,8 
123 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 2,3 1,1 1,1 0,4 -0,4 - 
50 3,5 2,1 1,0 0,6 -1,3 - 
100 5,8 1,3 0,6 0,8 -3,2 - 
36 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100  
10 2,5 0,2 0,9 0,5 -0,3 - 
50 2,2 3,0 1,2 0,2 -1,4 - 
100 3,0 3,0 1,2 0,1 -2,4 - 
41 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100  
10 1,8 1,3 1,0 0,2 0,1 - 
50 2,5 1,6 1,0 0,2 -1,3 - 
100 3,1 1,6 0,8 0,4 -2,9 - 
40 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
>100 
10 1,2 1,0 0,5 0,7 1,3 - 
50 2,5 1,5 0,4 0,8 0,0 - 
100 3,3 2,1 0,4 0,8 -1,8 - 
42 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 2,3 0,8 1,6 0,7 -3,3  
50 1,1 0,7 0,9 1,0 -13,4 3,0 
100 -0,2 0,5 0,2 0,4 -12,8 0,9 
Tableau 12 : Résultats des évaluations biologiques pour les composés benzéniques trisubstitués en positions 1, 2, et 3. 
Les fragments 112 et 114 n’apparaissent pas dans le tableau, car ils ont seulement 
été évalués en utilisant le test chromogénique.  Pour le premier on mesure 5 % d’inhibition à 
100 µM et pour le second aucune inhibition n’est mesurée même à 100 µM.  
Comme pour la famille précédente, cette famille de composés montre une absence 
d’activité significative sur PAI-1. Rappelons que nous avons modélisé les molécules sur une 
structure « artificielle » de PAI-1 dont les feuillets avaient été ouverts par le pentapeptide. La 
structure est un état final ou les deux peptides sont insérés mais aucune information n’est 
connue sur la dynamique moléculaire aboutissant à cette conformation. Ainsi il est possible 
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que les molécules synthétisées s’arriment bien dans le site, mais qu’elles ne soient pas 
capables d’ouvrir le feuillet, rendant la cavité utilisée pour la modélisation inaccessible.  
2.3. Analogues du composé AZ3976 
Les résultats de l’évaluation des molécules analogues du composé AZ3976 
correspondant à la seconde stratégie adoptée pour inhiber PAI-1 sont reportés dans le 
tableau 13. 
Nom Structure % Inhibition 
Agrég. 
(µM) 
Conc. 
(µM) 
% liaison 
PAI (DBA) 
Ecart 
type 
% liaison 
PAI/tPA 
(DBA) 
Ecart 
type 
% 
inhibition 
PAI (ISA) 
Ecart 
type 
132 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 1,7 0,9 1,1 0,5 -0,3 0,6 
50 -0,4 0,8 0,3 0,6 -3,4 6,4 
100 -1,5 0,9 0,2 0,5 -4,8 6,5 
44 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 7,0 2,6 2,8 1,0 -1,2 0,7 
50 7,2 2,8 3,7 1,1 -2,6 5,1 
100 4,9 2,8 3,5 1,3 -5,8 4,5 
47 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 8,8 2,4 3,7 0,9 1,3 2,6 
50 7,0 1,8 3,4 0,4 -2,4 3,0 
100 5,0 1,9 3,0 0,4 -3,5 4,8 
46 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 1,0 0,5 0,9 0,1 -0,3 2,4 
50 -0,5 0,5 0,4 0,4 -1,7 3,4 
100 -0,8 0,8 1,1 0,4 -7,1 9,3 
135 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
 
> 100 
10 8,3 0,0 4,1 0,7 -2,5 3,6 
50 4,9 0,2 3,3 0,6 -3,4 0,7 
100 2,2 0,2 3,4 0,5 -9,5 1,7 
50  
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
 
> 100 
10 7,8 0,6 3,1 0,7 -2,1 0,5 
50 10,0 0,2 5,6 0,6 -1,0 3,6 
100 13,0 0,7 8,5 0,5 1,6 7,9 
53 
 
20 % 
d’inhibition à 
100 µM 
12 % à 33 µM 
 
100 
10 8,7 1,7 3,9 0,9 
-1,8 0,3 
50 10,5 1,6 6,5 0,8 
-1,2 2,6 
100 13,8 1,0 10,2 0,1 
3,3 0,6 
51  
15 % 
d’inhibition à 
100 µM 
6 % à 33 µM 
 
50 
10 
-0.2 1.2 0.8 1.4 6.9 4.2 
50 
1.6 4.2 3.5 5.4 16.3 11.1 
100 
6.2 11.4 8.8 12.8 32.0 17.9 
142 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 2,9 0,1 1,7 0,4 3,2 1,9 
50 5,0 1,1 3,2 0,8 -7,8 1,8 
100 8,2 2,1 5,5 2,0 -6,6 7,9 
136  
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 1,1 1,5 0,9 0,3 
-0,5 
0,5 
50 -0,4 -0,2 -0,3 0,5 
-3,0 
0,4 
100 -3,8 -3,0 -1,4 0,6 
-3,9 
4,5 
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137  
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 -0.9 1.3 -0.4 0.5 -0.3  
50 -3.8 5.0 -0.5 3.5 3.6 3.7 
100 -7.0 10.5 -0.4 6.0 6.4 1.3 
134 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
 
> 100 
10 -2.2 1.3 -1.4 0.6 2.1 11.0 
50 -7.3 5.9 -3.2 3.9 -4.1 7.4 
100 -14.1 11.5 -5.5 6.8 -9.0 4.4 
148 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
 
> 100 
10 -1.2 0.9 -0.5 0.6 3.2 11.1 
50 -6.7 4.7 -3.3 2.5 -0.4 4.0 
100 -14.3 9.3 -6.5 4.0 -8.3 10.0 
147 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
50 
10 -1.8 0.3 -0.5 0.1 1.5 8.6 
50 -6.7 3.8 -2.8 2.0 -0.1 10.2 
100 -14.7 8.3 -7.2 3.9 -5.8 7.3 
154 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 -0.1 0.4 0.5 0.3 -3.6 3.7 
50 0.5 4.0 2.8 2.7 -9.3 12.7 
100 -0.1 9.0 4.7 4.8 -7.9 10.2 
60 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 -0.5 0.2 0.6 0.0 0.8 0.4 
50 -0.2 4.4 3.1 2.5 1.3 1.1 
100 -1.4 9.7 4.8 5.4 -1.7 1.0 
58 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 -0.6 0.6 0.6 0.2 -4.2 2.7 
50 2.1 6.0 5.3 4.0 2.8 7.7 
100 4.8 13.2 11.1 8.5 10.2 9.0 
59  
Pas 
d'inhibition à 
100 µM 
> 100 
10 -0.6 0.0 0.5 0.0 1.3 3.5 
50 0.3 3.9 3.5 2.2 2.2 5.9 
100 0.4 9.5 6.3 5.0 9.0 2.4 
61 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM > 100 
10 45.7 - 46.8 - 2.5 2.4 
50 61.8 - 64.6 - 15.6 5.2 
100 63.9 - 68.4 - 26.6 10.2 
62 
 
Pas 
d'inhibition à 
100 µM > 100 
10 44.6 - 47.6 - 4.1 5.7 
50 48.8 - 50.7 - 10.1 11.3 
100 39.1 - 42.1 - 21.2 17.2 
Tableau 13 : Résultats des évaluations biologiques pour les analogues de l’inhibiteur AZ3976. 
L’analyse des résultats obtenus pour cette famille, révèle que le composé 51 inhibe 
PAI-1 (32 à 100 µM). Cette inhibition est mise en évidence par l'approche ISA et lors du test 
chromogénique. Cependant, l’analyse DLS montre que le composé est agrégé à 50 µM et 
aucune liaison sur PAI-1 n’est mesurée en DBA. Il est difficile de conclure sur l’activité du 
composé 51. Il est possible qu’il inhibe la protéine de façon non spécifique.  Il est également 
envisageable que le composé agisse par un autre mode d’action que par liaison sur PAI-1. 
D’autres analyses seraient nécessaires pour déterminer si ce composé présente un réel 
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intérêt. Il faudrait tester le carboxylate de sodium correspondant  pour améliorer la 
solubilité et voir l’influence sur les résultats de SPR. 
Les deux composés 61 et 62 montrent des résultats très intéressants. A 10 µM, ils 
présentent une liaison sur PAI-1 d’environ 50 % en DBA. De plus, l’approche ISA révèle qu’ils 
sont tous les deux capables d’inhiber PAI-1 à 50 et à 100 µM. A partir de ces résultats, les 
deux  composés ont été  étudiés en DBA sur une gamme de concentration plus large allant 
de 1,6 à 100 µM. Pour le composé 61, les résultats de DBA sont présentés sur la figure 76, et 
les pourcentages de liaison sont reportés dans le tableau 14. 
 
Figure 76 : Résultats de l’analyse DBA sur le composé 61 
Conc. 
(µM) 
% de liaison PAI 
(DBA) 
Ecart type 
% liaison PAI/tPA 
(DBA) 
Ecart type 
1,6 14,3 0,1 14,3 0,4 
3,1 21,9 0,6 22,6 0,8 
6,3 31,7 0,8 32,8 1,3 
12,5 42,5 1,0 43,6 1,3 
25 50,8 2,1 52,7 1,4 
50 55,7 3,8 59,1 2,0 
100 56,2 7,7 62,2 2,0 
Tableau 14 : Pourcentages de liaison du composé 61 sur PAI-1. 
L’analyse a été réalisée avec des concentrations en molécules de 1,6 à 100 µM. Les 
résultats montrent un effet dose-réponse. A partir des courbes, il est possible de calculer les 
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constantes d’association (Ka) et de dissociation (Kd). Les logiciels Biaevaluation et Prism 
permettent tous les deux de calculer une constante d’affinité KD de 6,1 ± 0,6 µM.  
De même pour le composé 62, les résultats sont reportés sur la figure 77 et dans le 
tableau 15. 
 
Figure 77 : Résultats de l’analyse DBA sur le composé 62 
Conc. 
(µM) 
% de liaison PAI 
(DBA) 
Ecart type 
% liaison PAI/tPA 
(DBA) 
Ecart type 
1,6 15,6 0,2 16,1 0,7 
3,1 22,4 0,6 23,2 0,9 
6,3 32,0 1,0 33,1 1,0 
12,5 42,2 1,0 43,0 0,9 
25 49,6 2,0 51,3 1,2 
50 54,0 3,5 56,7 1,3 
100 15,6 0,2 16,1 0,7 
Tableau 15 : Pourcentages de liaison du composé 62 sur PAI-1. 
Pour le composé 62, un effet dose-réponse a également été observé. Une constante 
KD de 4,8 ± 0,5 µM a été calculé. Ces résultats montrent que les deux molécules ont des 
activités similaires en DBA et en ISA.  
Ce résultat signifie que la taille du cycle azoté n’a a priori pas une grande importance 
pour l’activité sur PAI-1, ce que montraient également les résultats de modélisation 
moléculaire. Par contre l’activité des composés 61 et 62 est moins bonne par rapport à la 
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molécule AZ3976, puisque le KD mesuré avec la molécule de référence est de 0,14 µM 
contre 5-6 µM pour les deux derniers composés. Par modélisation les résultats étaient 
similaires pour les trois molécules, ce qui signifie que la méthode de modélisation utilisée ne 
permet pas de prédire l’activité biologique. De plus pour les autres molécules de cette 
famille aucun résultat significatif n’a été obtenu, nous avions fait le choix de garder le cycle 
azétidine portant un groupement tert-butoxycarbonyle (BOC) afin de favoriser la liaison au 
fond de la cavité. Cependant les résultats montrent que ce motif ne suffit pas pour garder 
une activité sur PAI-1. Il apparait que le double cycle ou du moins l’hétérocycle 
aminopyrimidone, semble nécessaire pour garder une bonne activité. Il est par contre 
possible de modifier l’azétidine par une pipéridine sans perdre l’activité pour le composé 61. 
Il serait alors très intéressant de changer la pyridine des composés 61 et 62 par d’autres 
groupements ainsi que le groupement BOC substituant l’azétidine ou la pipéridine. 
3. Etude cristallographique de PAI-1 
En complément des tests biologiques effectués avec les molécules synthétisées, un 
autre objectif de ce travail était de réaliser une étude cristallographique de la protéine PAI-1. 
 A cause de son instabilité en conformation active, aucune structure de la protéine 
native dans cette conformation n’a pour le moment été reportée dans la littérature. 
Plusieurs formes mutées en conformation active ont cependant été publiées. Parmi celles-ci, 
la protéine comportant les quatre mutations N150H, K154T, Q319L, M354I, aussi appelée 
PAI-1 14-1B269 a été la plus exploitée pour les études de cristallisation.21,24,150,161,165 En effet, 
les quatre mutations permettent de stabiliser PAI-1 14-1B dans la conformation active. Cette 
protéine possède un temps de demi-vie de 100 h en comparaison des temps de demi-vie de 
1 à 2 h pour la protéine non mutée.189 D’autre part, des structures cristallographiques de la 
forme native en conformation latente ou en complexe avec de petites molécules ont été 
résolues.151,161,163  
Lorsque ce travail a été initié en 2011, une seule structure de la protéine co-
cristallisée avec une petite molécule avait été publiée. Il s’agit d’une forme clivée de PAI-1 
avec le pentapeptide TVASS.117 Dans cette structure obtenue à une résolution de 1,95 Å, 
deux pentapeptides occupent la même place que le RCL dans la conformation latente c’est-
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à-dire entre deux brins du feuillet  A (voir chapitre 1 paragraphe 3.1 et chapitre 2 
paragraphe 2.3). Depuis, trois nouvelles structures en complexe avec un inhibiteur ont été 
publiées. En 2013, Lin et coll. 152 ont décrit à une résolution de 2,4 Å, une structure de PAI-1 
(14-1B) en conformation active co-cristallisée avec une petite molécule nommée Embelin 
(voir chapitre 1 paragraphe 3.8). La même année, Fjellstrom et coll.151 ont reporté la 
structure de PAI-1 non mutée en conformation latente avec la molécule AZ3976 et avec une 
résolution de 2,4 Å (voir chapitre 1 paragraphe 3.7 et chapitre 2 paragraphe 4). Enfin, Li et 
coll. 150 ont publié deux structures de  PAI-1 (14-1B) avec le composé CDE-096 (voir chapitre 
1 paragraphe 3.6). Une des structures a été obtenue par co-cristallisation avec CDE-096  avec 
2,2 Å de résolution tandis que la seconde a été réalisée par trempage d’un cristal de PAI-1 
mutée dans une solution contenant le composé CDE-096  (2,71  Å).  Ces structures révèlent 
deux sites de liaison possibles pour le composé CDE-096, bien que celui défini grâce à la co-
cristallisation semble plus en accord avec les résultats obtenus par les autres techniques 
utilisées. Ces différentes structures ont permis d’obtenir de précieuses informations sur le 
site de liaison d’inhibiteurs de PAI-1. En effet, cette protéine ne possède pas de sites 
évidents à cibler par de petites molécules et peu d’informations étaient jusqu’alors connues 
sur les zones d’interactions entre PAI-1 et ses inhibiteurs.  
L’objectif de ce travail était double: premièrement essayer de cristalliser la protéine 
native en forme apo (sans ligand) en conformation active. Puis dans un second temps 
obtenir des cristaux de PAI-1 en complexe avec de petites molécules telles que celles 
synthétisées au laboratoire ou des inhibiteurs connus. En effet, l'accès à la structure d’une 
forme native de PAI-1 permettrait de mieux comprendre son mécanisme d’interaction avec 
les autres protéines, et son mode d’inactivation. De plus,  ce serait un outil extrêmement 
utile pour le développement de nouveaux inhibiteurs et l’étude de ceux déjà connus. 
Cependant malgré le travail de plusieurs groupes, la cristallisation de cette forme a pour le 
moment toujours échoué. Ainsi, dans ce travail nous avons choisi de travailler avec une 
protéine produite par la société NovAliX. Il s’agit d’une protéine recombinante humaine non 
mutée pour laquelle les 24 acides aminés N-terminaux ont été tronqués. Cette protéine, 
possède a priori une meilleure stabilité que la forme native. 
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 Principe de la cristallisation de protéines 3.1.
Un cristal est un arrangement périodique et ordonné d’un motif composé d’un 
ensemble de protéines se répétant à l’identique d’une maille à l’autre. Dans un cristal 
protéique, la cohésion entre les protéines voisines est assurée par des interactions non 
covalentes (les liaisons hydrogène, les interactions de van der Waals, les interactions 
hydrophobes ou les interactions ioniques) et les espaces entre celles-ci sont comblés par le 
solvant qui représente en moyenne 50 % du volume final. Ainsi à la différence d’un cristal de 
sel, dans un cristal protéique, les macromolécules existent dans un environnent aqueux, et la 
structure native est a priori conservée. Cela peut par exemple être démontré en réalisant 
des tests enzymatiques sur la forme cristalline de la protéine.  
Le comportement par exemple en termes de solubilité d’une protéine en fonction 
des variations de son environnement peut être décrit sous la forme d’un diagramme de 
phases. Le principe de la cristallisation est de provoquer un changement d’état de la phase 
soluble vers une phase solide et ordonnée. Sur le diagramme (Fig. 78), la courbe de solubilité 
définit la limite entre la phase soluble et les phases solides. En chaque point de cette courbe, 
la macromolécule est en équilibre dynamique entre un état soluble et un état solide. Pour 
cristalliser, la protéine doit dépasser la courbe de solubilité et entrer dans une zone hors 
équilibre thermodynamique. 
 
Figure 78 : Diagramme de phase d’une protéine. 
La cristallisation peut se diviser en deux grandes étapes : la nucléation et la 
croissance cristalline. Pour induire la nucléation, il faut amener la protéine dans un état 
soluble instable de sursaturation en diminuant sa solubilité. Lorsqu’elles sont solubles, les 
protéines établissent des liaisons faibles avec les molécules d’eau, en ajoutant des composés 
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chimiques qui rentrent en compétition avec les molécules d’eau, les interactions protéines-
solvant sont déstabilisées au profit d’interactions protéines-protéines. Ce phénomène va 
permettre la formation de germes cristallins. Ces interactions permettant au cristal de se 
former sont également importantes pour la qualité de la diffraction et par conséquent la 
résolution de la structure. Le retour à l’équilibre thermodynamique s’effectue alors plus ou 
moins rapidement par la croissance de la phase solide,  correspondant dans certains cas à 
des cristaux.   
Il existe plusieurs méthodes de cristallisation, comme la diffusion en phase vapeur, 
en batch, par micro-dialyse ou encore en gel, sous champs électriques ou magnétiques… 
Dans ce travail, la technique de diffusion en phase vapeur a été utilisée. Elle regroupe deux 
méthodes appelées cristallisation en goutte assise et en goutte suspendue (Fig. 79). Le 
principe des deux méthodes est identique, une goutte de protéine est diluée avec une 
goutte de  la solution de cristallisation du réservoir, puis elle est placée dans une enceinte 
hermétiquement scellée contenant également un grand volume de la solution de 
précipitant. Comme le milieu est hermétiquement clos, les concentrations en agents 
précipitants des deux solutions vont tendre vers un équilibre par diffusion de vapeur de 
solvant.  Ce retour à l’équilibre est atteint lentement par évaporation d’eau, de la goutte 
vers le réservoir. La diminution du volume de la goutte entraîne en même temps 
l’augmentation des concentrations en précipitant et en protéines.  
 
Figure 79 : Cristallisation en phase vapeur en goutte assise et en goutte suspendue. 
Lorsque les cristaux obtenus sont trop petits, une technique complémentaire appelée 
ensemencement peut également être utilisée. Cette méthode consiste à utiliser les germes 
obtenus en forte sursaturation pour ensuite ensemencer à faible sursaturation. Elle peut 
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être réalisée soit avec des microcristaux intacts ou broyés  (micro-ensemencement). Elle 
permet de favoriser la croissance de quelques gros cristaux à la place d’un grand nombre de 
petits cristaux. 
De nombreux paramètres influencent la cristallisation tels que, l’échantillon 
protéique, sa concentration et la pureté de la macromolécule, mais aussi son tampon de 
conditionnement. La concentration et la nature de la solution de cristallisation, la 
température, le pH, les différents additifs, la pureté des produits utilisés, et la méthode de 
cristallisation utilisée sont des paramètres importants.  
Parmi tous ces facteurs à prendre en compte, la solution de cristallisation représente 
le plus important, en termes du nombre de conditions qui pourront être testées. Elle peut 
être composée de plusieurs éléments : 
 Le tampon, choisi en fonction du pH, influence la distribution des charges 
locales créées par les acides aminés à la surface de la protéine. 
 Les sels, afin de modifier la force ionique.  
 Des polymères organiques, comme les Polyéthylènes glycol (PEG). 
 Des solvants organiques: les plus utilisés sont les alcools tels que l’éthanol, 
l’isopropanol, le butanol, le  glycérol… Le 2-méthyl-2,4-pentanediol (MPD). Le dioxane ou le  
diméthylsulfoxide (DMSO) sont également très répandus. 
Toute la difficulté de la cristallisation consiste à trouver le subtil compromis entre les 
différents facteurs cinétiques et thermodynamiques influençant la solubilité de la protéine. 
Ainsi, la cristallisation de protéines nécessite en général un grand nombre de successions 
d’essais et d’erreurs, sans théorie prédictive. Certaines protéines cristallisent très facilement, 
alors que pour d’autres il sera extrêmement compliqué d’obtenir des cristaux exploitables. 
Pour chaque nouvelle protéine, un crible d’un très grand nombre de paramètres est 
nécessaire afin de trouver les conditions particulières qui vont permettre la cristallisation. En 
général, on utilise dans un premier temps des matrices de criblage appelées aussi « screens» 
qui sont commerciales. L’intérêt est de dégager rapidement, sans connaissance préalable, 
les premières tendances à la cristallisation de la protéine. Cela permet d’utiliser peu de 
protéine  et de tester un grand nombre de paramètres afin  d’obtenir très rapidement les 
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premiers cristaux dans les cas les plus favorables. Cependant, il est souvent nécessaire 
d’optimiser les paramètres en fonction des résultats obtenus lors des premiers cribles. 
 Etude de la protéine NovAliX 3.2.
En complément de l’étude cristallographique, la protéine fournie par NovAliX que 
l’on nommera PAI-124-402  a également été étudiée par plusieurs techniques. Sa 
fonctionnalité a tout d’abord été vérifiée grâce au test chromogénique décrit dans le 
chapitre 3 et détaillé en partie expérimentale.  Le test a été réalisé avec des concentrations 
croissantes de PAI-124-402 allant de 0,5 équivalent à 2 équivalents par rapport à tPA. Les 
résultats ont été comparés à ceux obtenus avec la protéine native. Dans le tableau 16 sont 
reportées les valeurs du coefficient directeur de la droite représentant l’absorbance en 
fonction du temps. Toutes les expériences ont été réalisées en triplicat.  
 
 
0,5 éq 1 éq 1,5 éq 2 éq 
 Pente 
moyenne 
Ecart 
type 
Pente 
moyenne 
Ecart 
type 
Pente 
moyenne 
Ecart 
type 
Pente 
moyenne 
Ecart 
type 
PAI-1 
(native) 
1,94 0,92 2,28 0,56 1,16 0,08 0,69 0,43 
PAI-1
24-402
 
(NovAliX) 
1,09 0,03 0,57 0,08 0,48 0,08 0,36 0,08 
Tableau 16 : Comparaison de l’activité de PAI-1
24-402 
avec PAI-1 native en test chromogénique. 
Plus le coefficient directeur de la droite est grand, plus tPA est actif car plus la 
quantité de para-nitroaniline libérée est grande. Ces résultats permettent premièrement de 
confirmer que PAI-124-402 est active vis-à-vis de tPA. De plus, pour une même concentration 
l’inhibition est plus forte avec PAI-124-402 qu’avec la protéine native.  
Le test de cinétique enzymatique a également été réalisé en ajoutant le 
pentapeptide. En utilisant 1,5 équivalent de PAI-124-402  par rapport à tPA, l’inhibition par le 
pentapeptide TVASS a été évaluée (Tableau 17). Lorsque le pentapeptide a une 
concentration de 10-3 M, les résultats sont comparables pour les deux protéines. A 10-4 M le 
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pourcentage d’inhibition est plus grand pour la protéine native (18,3 contre 3,3 % 
d’inhibition). 
 
% d’inhibition 
moyen  à 10
-3 
M 
Ecart type 
% d’inhibition 
moyen  à 10
-4 
M 
Ecart type 
PAI-1 87,3 5,4 18,3 2,7 
PAI-124-402 80,6 10,4 3,3 0,9 
Tableau 17 : Résultats du test chromogénique de TVASS avec les deux PAI-1 utilisées. 
La pureté de la protéine a également été confirmée par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) (Fig. 80). 
 
Figure 80 : Analyse SDS-PAGE des deux protéines PAI-1. Le gel est coloré avec une solution de  bleu de Coomassie. 
La stabilité de la protéine a été évaluée par DSF et comparée à celle de la protéine 
native. La mesure a été réalisée dans deux tampons, celui utilisé précédemment pour PAI-1 
et qui contient 10 mM AcNa, 1 M NaCl à un pH de 5,6, et celui du conditionnement de PAI-
124-402  contenant 50 mM MES, 1 M NaCl à pH 6,5. Pour les deux conditions le Tm mesuré 
pour PAI-124-402  (Fig. 81) est de 51,9 °C et celui pour PAI-1 est de 53,7 °C.  
36 
53 
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Figure 81 : Analyse par DSF de PAI-1
24-402
. A : Fluorescence mesurée en fonction de la température, B : dérivée 
de  la fluorescence par rapport à la température. 
Enfin le profil de l’analyse de la protéine par SEC-MALLS (Size Exclusion 
Chromatography Multiangle Laser Light Scattering), à  pH 6,5 montre que PAI-1 est élué 
comme un pic de masse moléculaire d’environ 43-47 kDa. Cette mesure est en accord avec 
la masse théorique de 43 kDa démontrant ainsi que PAI-1 est monomérique en  solution (Fig. 
82). 
 
Figure 82 : Analyse SEC-MALLS de PAI-1
24-402  
à 4 mg.mL
-1 
dans un tampon 50 mM Mes pH 6.5, 1 M NaCl injecté sur une 
colonne Shodex 402,5 
 Etude cristallographique 3.3.
Dans la littérature, 17 structures cristallographiques de PAI-1 ont été publiées 
(Tableau 18),  cependant les conditions expérimentales d’obtention des cristaux sont pour 
chacune des structures relativement différentes.  Aucune étude sur la protéine que nous 
cherchons à cristalliser n’a à ce jour été publiée.  A cause de ce manque d’informations, nous 
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avons commencé ce travail en utilisant différentes matrices de criblages commerciales afin 
de tester rapidement un grand nombre de conditions. Toutes les expériences de 
cristallisation ainsi que celles de DSF ont été réalisées à l’Institut de Pharmacologie et de 
Biologie Structurale (IPBS), dans l’équipe du Dr Lionel Mourey. 
 Conformation 
Code PDB 
Mutations 
Résolution 
(Å) 
Cristallisation 
Active   Conditionnement protéine 
Condition de 
cristallisations 
Temps et 
température 
3Q02 
3Q03
160
 
W175F 
2.3 
2.6 
20 mM MES, pH 6.1, 
500 mM NaCl 
11 mg/ml 
0,5 à 3,0 M NaCl 
2 semaines 
18 ° C 
1B3K
24
 PAI-1 14-1B 3 
10 mM cacodylate pH 6,8, 
0,25 M NaCl et 1 mM EDTA 
5 mg/ml 
27–32% sulfate 
d’ammonium, 0,25 M 
NaCl, 10 mM cacodylate 
pH 6,8 
Température 
ambiante 
1DVM
161
 PAI-1 14-1B 2.4 
20 mM MES pH 6,1, 1 M NaCl 
11 mg/mL 
1,7 à  2,0 M NaCl. 21 jours 
1DB2
21
 PAI-1 stab 2.7 
200 mM, NaCl, 10 mM Na/K 
phosphate, pH 6,6 
8 mg/ml 
200 mM, NaCl, 10 mM 
Na/K phosphate, pH 6,6 
Quelques 
semaines 
4 °C 
3R4L
162
 
Q197C, 
G355C 
- 
0,025 M phosphate, 0,6 M 
NaCl, 1 mM EDTA, pH 6,9 
5 mg/ml 
0,025 M NaCl, 27% t-
butanol, 0,05 M Tris HCl 
pH 8,5 
22 °C 
Latente    
1DVN
161
 Wt 2.1 
50 mM Tris, pH 6,9, 
50  mM MgSO4 
4 mg/mL 
2-8% PEG1000, 20 mM 
Tris (pH 8-8.4) 1.5% MPD. 
1 semaine 
1LJ5 
(non publié) 
wt 1.8 Non publié. 
Clivée    
3CVM
165
 PAI-1 14-1B 2.0 
0,1 M Tris, 4,5 M acétate 
d’ammonium, pH 8 
0,1 MTris pH 8,5, 2,5 M 
acétate ammonium. 
1 à 2 semaines 
20 °C 
3EOX
25
 PAI-1 stab 2.6 
50 mM Hepes, 0,5 M NaCl, 
pH 7,5 
 
0,5M sulfate de lithium, 
15% w/v PEG 8000 
7 mois 
4 °C 
 
Complexée    
Avec uPA 
3PB1
166
 
PAI-1 14-1B 2.3 
Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl. 
10 mg/ml 
1,4 M sulfate 
d’ammonium, 
0,1 M Tris-HCl, pH 7,4 
4 mois 
20 °C 
 
Avec TVASS 
1A7C
117
 
A335E 1.95 
10 mM HEPES, 0,1 M NaCl, 
pH 7 
14 mg/ml 
2,0 M formate de 
sodium, 0,1 M acétate de 
sodium, pH 4.6 
20°C 
Avec Vn 
1OC0
82
 
PAI-1 14-1B 2.3 
10 mM sodium acétate 50 
mM NaCl. 
3 mg/ml 
2–9% (w/v) PEG 12000 et  
50 mM HEPES, pH 7,4 
2 semaines 
4 °C 
Avec Embeline 
3UT3
167
 
PAI-1 14-1B 2.42 
20 mM Tris, pH 7,4 et 150 
mM NaCl 
10mg/ml 
1,6 M ammonium 
sulfate, 0,1 MES, pH 6,1 
1 nuit 
20 °C 
Avec AZ3976 
4AQH
151
 
Wt 2.40 
10 mM acetate de sodium, 
pH 5,6, 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA 
4 mg/ml 
2.0 M NaCl, 100 mM bis-
tris pH 6,8. 
- 
Tableau 18 : Résumé des structures de PAI-1 déposées dans la PDB  et des conditions de cristallisation utilisées.               
PAI-1 14-1B : N150H, K154T, Q319L, M354I. PAI-1 stab : N150H, K154T, Q301P, Q319L, M354I. 
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Les premiers essais de cristallisation, ont été réalisés sur la forme apo de la protéine. 
Nous avons choisi de garder la protéine dans son tampon de conditionnement (MES 50 mM 
pH 6,5 NaCl 100 mM) et à la concentration à laquelle, elle nous a été fournie c’est-à-dire 6 
mg.mL-1. La méthode de cristallisation utilisée est la méthode par diffusion de vapeur en 
goutte assise. Un robot a été utilisé afin de dispenser la solution protéique (0,2 µL) et la 
solution de cristallisation (0,2 µL) dans des plaques 96 puits. Les plaques ont ensuite été 
stockées à 12 °C dans un automate qui réalise à des temps prédéfinis des images de chaque 
puits.  Il est également possible d’enregistrer des images UV, qui peuvent en cas de doute 
permettre de discerner la protéine des sels inorganiques. Cette technique permet de cribler 
rapidement et facilement un grand nombre de conditions de cristallisation et d’utiliser peu 
de protéine (23 µL pour une plaque 96 puits) par rapport à des essais manuels en plaque 24 
puits (en général 1 µL par  puits). Les kits utilisés pour cette première expérience sont 
résumés dans le tableau 19. 
Kits utilisés Fournisseur 
JCSG I Qiagen 
JCSG II Qiagen 
JCSG III Qiagen 
JCSG IV Qiagen 
PEGs suite Qiagen 
PEGs II suite Qiagen 
pH Clear suite Qiagen 
Tableau 19 : Premiers cribles utilisés pour la cristallisation de PAI-1. 
Les kits JCSG I à IV regroupent les conditions pour lesquelles le plus de touches de 
cristallisation ont été obtenus au Joint Center for Structural Genomics (La Jolla, Californie). 
Ce crible a été créé, en analysant la cristallisation de 500 protéines différentes, et en utilisant 
des cribles commerciaux regroupant environ 480 conditions. Ces 4 kits permettent de cribler 
un grand nombre de conditions très différentes, et ainsi de dégager des premières pistes. 
Les kits PEGs suite I et II donne quant à eux la possibilité de cribler des PEG de poids 
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moléculaires différents, différents tampons et sels. Enfin le crible pH clear, permet pour un 
agent précipitant donné, de voir l’influence du pH sur la protéine.  
L’analyse de ces premiers kits a permis de vérifier que la gamme de concentration de 
la protéine était a priori la bonne. Cependant, nous avons obtenu principalement des 
gouttes avec un précipité ou des gouttes limpides. Seulement deux pistes ont pu être 
dégagées correspondant respectivement aux conditions suivantes : 0,1 M HEPES pH 7,5 25 % 
(w/v) PEG 1000 et 1 M HEPES pH 7,5 20 % (w/v) PEG 1500. Pour ces deux gouttes, des 
microcristaux ont été obtenus (photo 1).  
 
Photo  1 : Microcristaux obtenus avec 0,1 M HEPES pH 7,5 25 % (w/v) PEG 1000. 
A partir de ces résultats, nous avons essayé de reproduire et d’optimiser les 
conditions de cristallisation en tests manuels en boîte 24 puits. La méthode de cristallisation 
utilisée est cette fois-ci  la goutte suspendue. Pour les premiers essais, 1 µL de protéine est 
mélangée à 1 µL de solution du réservoir en faisant varier la concentration en PEG 1000 et 
en PEG 1500 ainsi que le pH (Fig. 83). Malheureusement, nous avons obtenu au mieux les 
mêmes microcristaux, et dans les autres conditions un précipité non cristallin. En parallèle, 
les deux cribles PEGs I et II, ont également été réalisés à des concentrations plus faibles (3 
mg.mL-1) en protéine. Dans les deux conditions précédentes,  on a observé seulement des 
précipités amorphes. 
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Figure 83 : Conditions des essais manuels réalisés à partir du crible PEGs suite II. 
Afin de trouver de nouvelles pistes de cristallisation, de nouveaux cribles 
commerciaux utilisant des agents précipitants différents ont été utilisés (Tableau 20). 
Malheureusement, ils n’ont pas permis de dégager de nouvelles pistes de cristallisation. 
Kits utilisés Fournisseur 
MPD Suite Qiagen 
AmSO4 Suite Qiagen 
MIDAS MDL 
Tableau 20 : Cribles utilisés. 
En parallèle de ces essais, nous avons également essayé de reproduire des conditions 
décrites dans la littérature. La molécule AZ3976, prise comme référence dans les différents 
tests biologiques, a déjà été co-cristallisée avec PAI-1.151 Nous avons ainsi essayé de 
reproduire ce résultat, avec pour objectif de réaliser dans un second temps les mêmes 
expériences avec d’autres inhibiteurs. Dans l’expérience décrite dans la publication, PAI-1 
est dans un tampon 10 mM AcONa pH 5,6, 150 mM NaCl et 1 mM EDTA et à une 
concentration de 4 mg.mL-1. La protéine a été préalablement mélangée à une solution 
d’AZ3976 dans le DMSO deutéré à une concentration de 0,3 mM. Les cristaux ont été 
obtenus par diffusion de vapeur en goutte suspendue et en mélangeant 2,5 µL de protéine à 
1 µL d’une solution contenant 2 M NaCl, 100 mM bis-tris pH 6,8. Nous avons réalisé la même 
expérience, cependant le tampon de conditionnement de la protéine n’est pas le même que 
celui de la publication. Il est possible de changer une protéine de tampon cependant à cause 
des faibles quantités dont nous disposions nous n’avons pas pris le risque de perdre une 
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partie de celle-ci. De plus dans la publication de Fjellstrom151, la protéine utilisée est sous 
forme native en conformation latente.  
Les premiers essais ont été réalisés en boîte 24 puits, avec la même concentration en 
NaCl (2M) et en testant une gamme de pH de 5 à 7,5 (Fig. 84). Pour 1 µL de solution de 
réservoir 2,5 µL de protéine ont été ajoutés. L’expérience a été réalisée avec la protéine 
seule et en ajoutant l’agent AZ3976 à une concentration finale de 0,3 mM. Pour les pH les 
plus acides, de jolis précipités cristallins ont été obtenus. Les mêmes conditions ont 
également été utilisées à 4 °C et à 20 °C, avec des résultats similaires.  
 
Figure 84 : Essais manuels réalisés à partir des conditions décrites pour la molécule AZ3976. 
Les pistes les plus prometteuses ont été obtenues pour les pH 5,5 et 6. De nouveaux 
essais ont ainsi été faits en faisant varier le pH de 5,2 à 5,8 et  en modifiant la concentration 
en NaCl de 1,8 à 2 M (Fig. 85). Cependant pour le moment aucun cristal n’a pu être obtenu 
dans ces conditions. 
 
Figure 85 : Essais manuels réalisés à partir des conditions décrites pour le composé AZ3976. 
A la suite de ces essais, un nouveau lot de protéine nous a été fourni par la société 
NovAliX. Le nouveau tampon de conditionnement contient du NaCl à 1M par rapport à 100 
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mM précédemment et possède donc une plus haute force ionique. Cette forte concentration 
en sel permettrait de stabiliser la protéine et serait ainsi plus adapté à la cristallographie. 
Cependant changer le tampon de conditionnement, signifie refaire tous les premiers tests 
puisque les conditions de cristallisation dépendant fortement de ce tampon.   
Avec ce nouveau lot de protéine, nous avons continué l’étude sur la forme apo mais 
nous avons également réalisé de nouveaux tests de co-cristallisation avec AZ3976, avec le 
pentapeptide et notre composé 61. Pour chacun des ligands et pour la forme apo, des essais 
ont été réalisées avec les kits JCSG I à IV. Pour le moment aucune nouvelle piste n’a pu être 
dégagée de ces nouveaux cribles. Cependant la cristallisation de ce type de protéine peut 
être longue, spécialement si un changement conformationel est nécessaire. 
  
Conclusion générale 
171 
 
Conclusion générale 
L’objectif de ce travail de thèse était de concevoir de nouveaux inhibiteurs de la 
protéine PAI-1 pour le développement de nouveaux agents pro-fibrinolytiques. 
Contrairement à ce qui a était principalement publié jusqu’à présent, nous avons fait le choix 
de proposer des inhibiteurs par conception rationnelle plutôt que par criblage à haut débit. 
Pour cela une étude par modélisation moléculaire à partir de structures cristallographiques 
de la protéine PAI a été réalisée. A partir des éléments de la littérature et de l’analyse 
structurelle de la protéine PAI-1, nous avons adopté deux stratégies différentes 
correspondant chacune à un site d’interaction possible sur PAI-1. 
 La première approche a consisté à cibler la cavité entre les deux brins du feuillet 
définie par les deux pentapeptides TVASS.117 Cette stratégie présente l’avantage de cibler un 
site loin de la zone d’interaction entre PAI-1 et la vitronectine sachant que la majorité des 
inhibiteurs de PAI-1 perdent leurs activités lorsque son cofacteur est ajouté dans les tests 
d’évaluation biologique. L’étude par modélisation moléculaire à partir de la structure codée 
1A7C, a permis de sélectionner virtuellement deux familles de molécules originales 
construites autour d’un noyau phényle central trisubstitués en positions 1, 2 et 3 ou 1, 3 et 
5. L’ensemble des molécules a été synthétisé par synthèse multi-étapes, les étapes clés étant 
un couplage de Sonogashira pour introduire une triple liaison puis la formation de triazoles 
par cycloaddition de Huisgen. Des liens diaryléther ont également été introduits par 
substitution nucléophile aromatique ou grâce à l’utilisation d’un iodonium. Toutes les 
molécules synthétisées ont ensuite été évaluées grâce à un test chromogénique, puis grâce à 
plusieurs tests en Biacore. Cette technologie reposant sur le phénomène de SPR est un outil 
très puissant pour étudier l’interaction entre ligands et protéine. En effet elle permet de 
déterminer le pourcentage de liaison d’une molécule sur une protéine, mais également le 
pourcentage d’inhibition de la macromolécule et les constantes d’affinité. En parallèle 
l’agrégation des composés dans le tampon utilisé pour les tests précédents a été déterminée 
grâce à la diffusion dynamique de la lumière. L’ensemble de ces évaluations montre que les 
molécules synthétisées n’ont malheureusement peu ou pas d’activité sur la protéine. Ce 
manque d’efficacité pourrait être expliqué par le fait que nous avons modélisé les molécules 
sur une structure cristallographique figée de PAI-1 dont les feuillets ont été décalés par les 
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pentapeptides. La structure est un état final ou les deux peptides sont insérés mais aucune 
information n’est connue sur la dynamique moléculaire aboutissant à cette conformation. 
Ainsi les molécules synthétisées montrent des interactions fortes  avec le site C par docking 
mais ce site n’est peut-être pas accessible en réalité. Il pourrait être intéressant pour cette 
stratégie de synthétiser des molécules pseudo-peptidiques ressemblant encore plus 
fortement au pentapeptide pour voir si elles sont capables de s’insérer dans le feuillet. 
La seconde stratégie adoptée repose sur la description de la molécule AZ3976 décrite 
par Fjellstrom et coll.151 en 2012. Comme pour la première stratégie, la modélisation 
moléculaire a été employée dans le but de concevoir une troisième famille de molécules 
susceptible de s’insérer dans le site de liaison du dérivé AZ3976. Afin de réaliser rapidement 
les tests biologiques sur ces nouvelles molécules, les structures ont été sélectionnées en 
tenant compte de la rapidité d’accès chimique. Nous avons pris le parti de garder des 
structures chimiques comparables à celles des premières molécules, tout en introduisant des 
éléments structuraux du composé référence comme le cycle azétidine et le groupement tert-
butoxycarbonyle. Les tests biologiques effectués sur les molécules synthétisées montrent 
que le cycle azétidine protégé par un tert-butoxycarbonyle ne suffit pas à la conservation 
d’une bonne activité sur PAI-1.  Seul le composé 51 comportant un amino-oxadiazole et un 
triazole substitué d’un acide carboxylique  mériterait une étude plus approfondie. Par contre 
l’évaluation des composés 61 et 62 analogues de l’inhibiteur AZ3976 avec les deux 
hétérocycles séparés par une liaison carbone-carbone,  montrent une bonne activité sur PAI-
1 lors des tests en Biacore. Cependant l’affinité de ces composés est moins bonne que celle 
de la molécule AZ3976. A partir de ces résultats, il serait néanmoins très intéressant de 
réaliser une nouvelle étude structure activité autour des composés 61 et 62 en modifiant par 
exemple le cycle pyridine ou la nature du groupement sur l’azétidine ou la pipéridine.  
En parallèle, une étude cristallographique de la protéine PAI-1 a été initiée, l’objectif 
étant d’obtenir une structure cristallographique de la forme active non mutée en forme apo 
ou en co-cristallisation avec des inhibiteurs. Pour cela, une protéine recombinante humaine 
non mutée pour laquelle les 23 premiers acides aminés ont été tronqués a été utilisée. Cette 
protéine présente l’avantage d’être stabilisée en forme active, ce qui augmente la 
probabilité  d’obtenir cette forme en cas de cristallisation. Pour le moment, aucun cristal n’a 
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pu être obtenu.  Des essais sont toujours en cours et la cristallisation de ce type de protéine 
peut être longue. 
L’ensemble des résultats montre qu’il n’est pas facile de développer de nouveaux 
inhibiteurs de PAI-1. A cause de son instabilité, de l’absence de site de liaison évident à cibler 
et  de la présence de la vitronectine en milieu biologique, trouver un inhibiteur 
suffisamment puissant pour être développé comme médicament est un challenge. Pour 
développer de tels inhibiteurs il serait primordial de mieux comprendre le fonctionnement 
de PAI-1,  c’est-à-dire son passage en forme latente, mais également d’avoir une structure 
cristallographique de la conformation active. Pour un développement clinique, il serait 
important de mieux définir dans quels processus biologiques la protéine est impliquée, car 
elle intervient dans de nombreuses pathologies et toutes les études ne sont pas d’accord sur 
son rôle. La découverte d’un inhibiteur de la protéine PAI-1 reste un challenge qui 
impliquera une étroite collaboration entre biologistes et chimistes, ces derniers ayant besoin 
des connaissances à venir sur le fonctionnement de PAI-1, pour concevoir des structures 
chimiques efficaces.  
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Les structures des ligands ont été dessinées avec le logiciel ChemAxon Marvin 5.3.2 
(http://www.chemaxon.com). Les structures des ligands co-cristallisés ont été extraites des 
structures protéiques en utilisant Accelrys Discovery Studio Visualizer (http://accelrys.com/). 
Les ligands sont préparés (hybridation, hydrogénation, optimisation géométrique, structure 
3D) et alignés avec les ligands co-cristallisés dans l’espace de référence de la structure 
cristallographique  en utilisant  le logiciel Discovery Studio Visualizer (DSV).  
Les structures des protéines dans le référentiel utilisé ont été préparées (vérification 
de structure, rotamères, hydrogénation)  en utilisant le logiciel Accelrys Discovery Studio 
Visualizer et le logiciel UCSF Chimera. Si besoin les structures ont été alignées avec une 
structure référence en utilisant l’outil Matchmaker  de UCSF Chimera. 
L’étude de modélisation a été réalisée avec le logiciel Molegro Virtual Docker 6 
(http://www.clcbio.com) dont l’algorithme est Moldock.  
Pour les calculs réalisés sur 1A7C :  
La cavité a été détectée grâce à l’algorithme de prédiction de cavité inclus dans le 
logiciel et  le rayon de la sphère pris en compte est de 12 Å. Durant les calculs les molécules 
d’eau ne sont pas prises en compte. Les calculs ont été réalisés avec les chaînes latérales 
flexibles au niveau du site.  Une tolérance de 0,99 et une flexibilité de 0,90 sont utilisées. Au 
total 52 résidus sont considérés comme ayant les chaînes latérales flexibles : Val 33, Ser 35, 
Tyr 37, Gly 38, Asp 89, Glu 90, Ile 91, Ser 92, Thr 93, Val 140, Lys 141, Thr 144, Lys 145, Gly 
146, Met 147, Ile 148, Leu 151, Val 166, Asn 167, Ala 168, Leu 169, Tyr 170, Phe 171, Asn 
172, Gly 173, Gln 174, Trp 175, Lys 176, Pro 178, Met 202, Tyr 228, His 229, Ser 234, Met 235, 
Lys 277, Phe 278, Ser 279, Leu 280, Glu 281, Gln 322, Lys 323, Val 324, Lys 325, Ile 326, Glu 
327, Val 328, Asn 329, Gly 332, Thr 333, Phe 360, Val 362 et Phe 372. Les autres paramètres 
du logiciel sont ceux utilisés par défaut. 
Pour les calculs réalisés sur 4AQH :  
Les mêmes paramètres que pour les calculs sur 1A7C ont été utilisés. La cavité prise 
en compte est centrée sur le composé co-cristallisé et a une taille de 15 Å. Les calculs ont été 
réalisés en définissant les résidus proches de la cavité comme flexibles. Au total, 19 résidus 
sont considérés comme ayant les chaînes latérales flexibles : Leu 11, Ala 12, Tyr 37, Ala 40, 
Ser 41, Ala 44, Phe 64, Ile 66, Leu 75, Arg 76, Leu 78, Tyr 79, Thr 93, Thr 94,  Asp 95, Leu 116, 
Phe 117, Arg 118, Ser 119.  
Les résultats de la modélisation sont d’abord analysés avec Molegro (score, liaison 
hydrogène…) puis le logiciel Chimera est utilisé pour visualiser les meilleures poses sur la 
protéine.  
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1. Générale 
Lorsque ce n’est pas indiqué, les réactifs chimiques ont été utilisés comme reçu sans 
purifications supplémentaire. Le tétrahydrofurane (THF), l’acétonitrile, le diéthyle éther 
(Et2O) et le dichlorométhane (CH2Cl2) ont été purifiés avec un système de séchage de solvant 
MB SPS 800 (MBRAUN) lorsque des solvants anhydres étaient nécessaires. Le 
diméthylformamide (DMF) (99,8 % Acros Organics), la pyridine (99,5 %, Acros Organics) et la 
triéthylamine (Et3N) (99,5 %, Sigma-Aldrich) sont achetés anhydre si nécessaire. 
Les spectres RMN 1H et 13C ont été réalisés avec un spectromètre Bruker avance 300 
MHz. Les déplacements chimiques sont reportés en ppm (partie par million), et les pics du 
solvant deutéré utilisé sont pris comme référence. Pour la description des spectres RMN, les 
abréviations utilisées sont : s (singulet) ; d (doublet) ; t (triplet) ; q (quadruplet) ; m 
(multiplet) ; app s (singulet apparent). Les constantes de couplage j sont exprimées en Hertz 
(Hz). 
 Les points de fusion ont été mesurés avec un appareil Metler Toledo MP50.  Les 
spectres infrarouge (IR) ont été réalisés sur un spectromètre Thermo Nicolet Nexus. Les 
spectres de masse haute résolution  (SMHR) ont été enregistrées sur un appareil Xevo G2 
QTOF (Waters). 
Les chromatographies sur couche mince sont réalisées sur des plaques Alugram Xtra 
Sil G (Macherey Nagel) et la visualisation effectuée avec une lampe UV (254 nm) ou avec un 
révélateur comme  l’acide phosphomolybdique (en solution dans l’éthanol). Les produits 
sont purifiés en chromatographie flash sur un appareil Puriflash 430 (Interchim) avec des 
colonnes de silice SIHP-50µM  (Interchim).  
Les molécules sont nommées en utilisant la nomenclature IUPAC, par contre pour 
l’interprétation des spectres RMN, les atomes des molécules ne sont pas toujours numérotés 
selon cette nomenclature. 
2. Procédures générales 
2.1. Procédure générale A : substitution nucléophile aromatique du chlore 
Dans un ballon sec et sous argon sont ajoutés le phénol (1 éq.), l’hydroxyde de 
potassium (1 éq.) et le toluène. Le mélange est chauffé à reflux en utilisant un appareillage 
Dean Stark pendant 2h, puis refroidi à t. a. et le solvant évaporé. Le produit est gardé sous 
argon et utilisé sans purification dans l'étape ultérieure. 
Dans un bicol sec et sous argon sont ajoutés le dérivé chloré (1 éq.), le phénate de 
potassium (1,5 éq.) et le DMF sec (7 mL pour 1 mmol). Le mélange réactionnel est chauffé à 
150°C pendant 16h puis refroidi à t. a. Le DMF est évaporé et le résidu dissous dans l'acétate 
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d'éthyle puis filtré. La phase organique est lavée avec de l’eau distillée (3 fois), une solution 
aqueuse saturée de NaHCO3 (3 fois), une solution aqueuse saturée de NaCl (2 fois), séchée 
(MgSO4) et concentrée sous vide. 
2.2. Procédure générale B : hydrolyse du nitrile 
Dans un ballon, sont ajoutés le nitrile (1 éq.), une solution aqueuse d’hydroxyde de 
potassium (2 mol.l-1) et le mélange est chauffé à reflux pendant 20h puis refroidi à t. a. Le 
mélange est filtré  (pour éventuellement éliminer l’amide intermédiaire) puis acidifié avec 
une solution aqueuse de HCl (3 M) jusqu’à précipitation de l’acide (pH ≈ 1). Le mélange est 
filtré et l’acide lavé à l’eau, puis séché. 
2.3. Procédure générale C : formation de l’amidoxime 
Dans un ballon sont introduits le nitrile, l’éthanol absolu (1,5 mL pour 1 mmol) , le 
chlorhydrate de l’hydroxylamine (3 éq.) et la triéthylamine (3 éq.). Le mélange réactionnel 
est chauffé à 75 °C pendant une nuit puis refroidi à t. a. Un mélange H2O/CH2Cl2 (0,5/1 mL 
pour 1 mmol) est ajouté, et la phase organique séparée. Celle-ci est ensuite séchée (MgSO4), 
et le solvant évaporé.  
2.4. Procédure générale D : formation de l’oxadiazole 
Méthode A : Dans un ballon sec et sous argon sont ajoutés l’acide carboxylique, 
l’HOBt (1,5 éq.), l’EDC.HCl (1,5 éq.), le CH2Cl2 sec (15 mL pour 1 mmol) et la triéthylamine (3 
éq.). Le mélange réactionnel est agité 15 min. à t. a. puis l’hydrazide (2 éq.) est ajouté et le 
mélange réactionnel est agité 20h supplémentaires. La phase organique est ensuite lavée 
avec H2O (3 fois), une solution aqueuse saturée de NH4Cl (3 fois), et une solution aqueuse de 
NaCl saturée (2 fois). Après chaque lavage la phase aqueuse est de nouveau extraite avec 
CH2Cl2 (3 fois). Les phases organiques sont rassemblées puis séchées (MgSO4) et concentrées 
sous vide. 
Au  brut de la réaction précédente sont ajoutés le CH2Cl2 sec (20 mL pour 1 mmol), le 
chlorure de tosyle (3 éq.) et la triéthylamine (3 éq.). Le mélange réactionnel est ensuite agité 
à t. a. pendant 24h,  puis dilué avec du CH2Cl2. La phase organique est lavée avec une 
solution aqueuse saturée de NaCl (3 fois), séchée (MgSO4) et concentrée sous vide. 
Méthode B : Dans un ballon sec et sous argon, sont ajoutés l’acide carboxylique, 
l’HOBt (1,2 éq.), l’EDC.HCl (1,2 éq.), l’acétonitrile sec (2,5 mL pour 1 mmol) et du tamis 
moléculaire (3 Å). Le mélange est agité 30 min. à t. a. puis l’amidoxime (1 éq.) est ajouté et le 
mélange réactionnel est chauffé à reflux 20h supplémentaires. De l’acétate d’éthyle et une 
solution aqueuse saturée de Na2CO3 sont ajoutés au mélange réactionnel. La phase 
organique est séparée, séchée (MgSO4) et concentrée sous vide. 
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Méthode C : Dans un ballon sec et sous argon, sont ajoutés l’oxadiazolone (1 éq.), le 
DMF anhydre (10 mL pour 1 mmol), la DIPEA (2 éq.), le BOP (1,1 éq.), puis l’amine (2 à 2,2 
éq.). Le mélange est agité 20 h à t. a., puis le solvant est évaporé. Le résidu est dissout dans 
CH2Cl2, et lavé avec une solution aqueuse saturée de NaCl (3 fois). La phase organique est 
séchée (MgSO4) et le solvant évaporé. 
2.5. Procédure générale E : formation du lien amide 
Dans un ballon sont introduits l’acide carboxylique (1 éq.), le CH2Cl2 anhydre (15 mL 
pour 1 mmol), la Et3N (1,5 éq.), l’HOBt (1,5 éq.), et l’EDC (1,5 éq.). Le mélange est agité 15 
min à t. a. puis l’amine (2 éq.) est ajoutée au milieu. Après 16 à 24 h, la réaction est arrêtée 
par ajout d’eau et la phase aqueuse est extraite avec du CH2Cl2. Les phases organiques sont 
rassemblées puis lavées avec une solution aqueuse saturée de NH4Cl (3 fois), une solution 
aqueuse saturée de NaCl (2 fois), séchées (MgSO4) et le solvant évaporé. 
2.6. Procédure générale F : couplage de Sonogashira 
Dans un tube de Schlenck ou un ballon sec et sous argon sont ajoutés dans l’ordre, le 
dérivé bromé (1 éq.), le Na2PdCl4 (1% molaire), le PintB (2% molaire), la TMEDA (1,8 mL pour 
1 mmol), l’eau milliQ (0,2 mL pour 1 mmol), le CuI (2% molaire) et le dérivé acétylénique (1,5 
éq.). Un cycle vide/argon est fait 3 fois. Puis le mélange est chauffé à 80°C jusqu’à disparition 
du réactif de départ suivie par CCM (12 à 48h). Le mélange réactionnel est refroidi à t. a. et 
de l’eau est ajoutée. La phase aqueuse est extraite avec de l’AcOEt (3 fois). Les phases 
organiques sont rassemblées, lavées avec une solution aqueuse de NaCl saturée (3 fois), 
séchées (MgSO4) et le solvant évaporé. 
2.7. Procédure générale G : hydrolyse de l’ester 
A une solution de l’ester (1éq.) dans le méthanol (1,7mL pour 1 mmol) est ajouté 
l’hydroxyde de potassium (3 éq.), le mélange est chauffé à 40 °C pendant 1 nuit. De l’eau est 
ensuite ajoutée (1,7mL pour 1 mmol) et la solution acidifiée avec une solution aqueuse d’HCl 
(6M) jusqu’à pH ≈ 1. La phase aqueuse est extraite avec de l’AcOEt (4 fois). La phase 
organique est lavée avec de l’H2O (2 fois), une solution aqueuse saturée de NaCl (2 fois), 
séchée (MgSO4) et le solvant évaporé. 
2.8. Procédure générale H : déprotection de l’alcyne 
Méthode A : Dans un ballon sec et sous argon sont ajoutés l’alcyne protégé (1éq.) et 
le THF (22 mL pour 1 mmol). De l’argon est mis à buller dans le mélange pendant 5 min, puis  
le TBAF (1,5 éq.) est ajouté goutte à goutte. Le mélange réactionnel est agité à t. a. jusqu’à 
disparition du réactif de départ suivie par CCM (30 min. à 3h). Celui-ci est ensuite dilué avec 
de l’Et2O, puis lavé avec H2O (3 fois) et une solution aqueuse saturée de NaCl (3 fois). La 
phase organique est séchée (MgSO4) et concentrée sous vide. 
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Méthode B : Procédure identique à la méthode A, mais le mélange est refroidi à -
50°C avant ajout du  TBAF (1,2 éq.) et agité à cette même température jusqu’à l’hydrolyse. 
2.9. Procédure générale I : formation du triazole 
Dans un ballon sous argon, sont ajoutés l’alcyne (1 éq.) et le dioxane (7 mL pour 1 
mmol). L’ascorbate de sodium (0,4 éq.) et l’iodure de cuivre (0,2 éq.) sont chacun dissous 
dans l’eau (2x1,3 mL pour 1 mmol) puis ajoutés successivement à l’alcyne. Après quelques 
minutes l’azoture (entre 1,5 et 4 éq.) est également ajouté. Le mélange est agité à t. a. 
jusqu’à disparition du produit de départ (12 à 48h). La réaction est stoppée par ajout d’une 
solution aqueuse saturée de NH4Cl. La phase aqueuse est extraite avec du dichlorométhane 
(5 fois). La phase organique est ensuite lavée avec une solution aqueuse de NaCl saturée (2 
fois), séchée (MgSO4) et concentrée sous vide. 
2.10. Procédure générale J : formation du triazole à partir de l’alcyne 
protégée 
Dans un ballon, sont ajoutés l’alcyne protégé (1 éq.),  le méthanol (10 mL pour 1 
mmol), l’azoture (1,2 à 2 éq.), le sulfate de cuivre pentahydrate (0,2 éq.), l’ascorbate de 
sodium (0,4 éq.), puis le TBAF (1 M dans le THF, 2 éq.). Le mélange est agité 16 à 48 h à t. a. 
jusqu’à disparition du réactif suivie par CCM. Le solvant est évaporé, le résidu est dissous 
dans du CH2Cl2 puis lavé avec de l’H2O (2 fois), une solution aqueuse de NH4Cl saturée (2 
fois), une solution aqueuse de NaCl saturée (2 fois). La phase organique est séchée (MgSO4) 
et le solvant évaporé. 
3. Dérivés benzéniques substitués en positions 1, 3 et 5 
Composé 63 : 3-bromo-5-hydroxybenzoate d’éthyle240 
A une solution d’acide 3-bromo-5-hydroxybenzoique (6,66 g ; 30,7 
mmol) dans l’éthanol (25 mL) est ajouté l’acide sulfurique (2,5 mL) 
et le tamis moléculaire (3 Å, en poudre). Le mélange est chauffé à 
reflux pendant 24 h, puis refroidi à t. a. et filtré sur Célite afin 
d’éliminer le tamis moléculaire. Le solvant est évaporé sous 
pression réduite. De l’eau (110 mL) est ajoutée au résidu et la 
phase aqueuse est extraite avec de l'Et2O (3 fois). Les phases 
organiques sont rassemblées, lavées avec une solution aqueuse 
diluée de Na2CO3 (3 fois), puis avec de l’eau (2 fois), séchées (MgSO4), et concentrées sous 
vide. 
Le produit est obtenu directement comme un solide beige (6,77 g).  
Rdt: 79 % 
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RMN 1H (300 MHz, CD3OD) δ 7,53 (t, J2-6 = J2-4 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 7,34 (dd, J6-4  = 2,3 Hz, J6-2  = 
1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,13 (dd, J4-6 = 2,3 Hz, J4-2 = 1,8 Hz, 1H, H4) ; 4,30 (q, J8-9 = 7,1 Hz, 2H, H8) ; 
1,35 (t, J9-8 = 7,1 Hz, 3H, H9).  
RMN 13C (75 MHz, CD3OD) δ 166,6 (C7) ; 159,9 (C5) ; 134,3 (C1) ; 124,1 (C2) ; 123,9 (C4) ; 123,5 
(C3) ; 116,3 (C6) ; 62,5 (C8) ; 14,5 (C9). 
Pf: 96-98 °C 
Rf: 0,47 (70/30 EP/AcOEt) 
 
Composé 68 : 3-[(triisopropylsyllyl)éthynyl]-5-hydroxybenzoate d’éthyle 
Préparé selon la méthode générale F à partir du 
composé 63 (2,112 g ; 8,6 mmol ; 1éq.).  
Le produit est purifié en chromatographie flash (90/7/3 
EP/CH2Cl2/AcOEt) pour donner 2,682 g d'un solide blanc. 
Rdt : 90 %  
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) δ 7,70 (t, J2-6 = J2-4 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,49 (dd, J6-4 = 2,6 Hz, J6-2 = 1,4 
Hz, 1H, H6) ; 7,14 (dd, J4-6 = 2,6 Hz, J4-2 = 1,4 Hz, 1H, H4) ; 4,38 (q, J8-9 = 7,1 Hz, 2H, H8) ; 1,4 (t, 
J9-8 = 7,1 Hz, 3H, H9) ; 1,13 (app s, 21H, H12 et H13).  
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) δ 165,9 (C7) ; 155,4 (C5) ; 131,1 (C1) ; 125,6 (C2) ; 125,1 (C3) ; 123,1 
(C4) ; 116,5 (C6) ; 105,6 (C11) ; 91,9 (C10); 61,4 (C8) ; 18,6 (6C13) ; 14,3 (C9) ; 11,3 (3C12). 
Pf: 75-77 °C 
Rf: 0,60 (90/10 EP/CH2Cl2) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3427 (OH) ; 2163 (CC) ; 1710 (C=O) ; 1249 (Csp3-Si). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 347,2042 
Trouvée [MH+]: 347,2045  
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Composé 69 : 3-Bromo-5-méthoxybenzoate d’éthyle 
A une solution de 68 (3,1 g ; 12,2 mmol ; 1 éq.) dans l’acétone (38 
mL) sont ajoutés le K2CO3 (3,4 g ; 24,5 mmol ; 2 éq.) et l’iodure de 
méthyle (2,3 mL ; 36,7 mmol ; 3 éq.). Le mélange est chauffé à 
reflux durant 12 h. De l’eau (50 mL) est ajoutée au mélange et la 
phase aqueuse est extraite avec AcOEt (10 mL). La phase 
organique est lavée avec de l’eau (3 fois), puis avec une solution 
aqueuse saturée en NaCl (3 fois) avant d’être séchée sur MgSO4 
puis concentrée sous pression réduite. Le produit est obtenu 
directement avec une pureté suffisante sous la forme d’un liquide visqueux jaune clair (2,67 
g). 
Rdt : 90 %  
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) δ 7,69 (t, J2-4 = J2-6 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 7,42 (dd, J6-2 = 1,3 Hz,  J6-4 = 2,4 
Hz, 1H, H6) ; 7,16 (dd, J4-2 = 1,8 Hz,  J4-6 = 2,4 Hz, 1H, H4) ; 4,33 (q, J9-10= 7,1 Hz, 2H, H9) ; 3,78 
(s, 3H, H7) ; 1,35 (t, J10-9 = 7,1 Hz, 3H, H10). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) δ 165,1 (C8) ; 160,1 (C5) ; 133,0 (C1) ; 124,75 (C2) ; 122,6 (C3) ; 
121,88 (C4) ; 113,5 (C6) ; 61,4 (C9) ; 55,7 (C7) ; 14,3 (C10). 
Rf: 0,66 (90/10 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 1723 (C=Oester) ; 1282 (C-Oester) ; 1225-1050 (R-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 258,9970 
Trouvée [MH+]: 258,9963 
 
Composé 70 : 3-Méthoxy-5-((triisopropylsilyl) éthynyl)benzoate d’éthyle 
Préparé selon la méthode générale F à partir du 
composé 69 (2,40 g ; 9,2 mmol ; 1éq.)  
Le produit est purifié par chromatographie sur colonne 
de silice (98/2 à 80/20 EP/AcOEt) pour obtenir un 
liquide visqueux jaune clair (2,80 g). 
 
 
Rdt : 84 %  
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RMN 1H (300 MHz, CDCl3) δ 7,70 (t, J2-4 = J2-6 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,47 (dd, J6-2 = 1,4 Hz ; J6-4 = 
2,6 Hz, 1H, H6) ; 7,13 (dd, J4-2 = 1,4 Hz ; J4-6 = 2,6 Hz, 1H, H4) ; 4,33 (q, J9-10 = 7,1 Hz, 2H, H9) ; 
3,79 (s, 3H, H7) ; 1,36 (t, J10-9 = 7,1 Hz, 3H, H10) ; 1,10 (s, 21H, H13 et H14).
 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) δ 165,5 (C8) ; 159,2 (C5) ; 131,8 (C1) ; 125,3 (C2) ; 124,6 (C3) ; 121,7 
(C4) ; 114,6 (C6) ; 105,8 (C12) ; 91,2 (C11) ; 61,0 (C9) ; 55,3 (C7) ; 18,5 (C14) ; 14,1 (C10) ; 11,1 
(C13). 
Infrarouge: ν (cm-1) 2158 (CC) ; 1724 (C=Oester) ; 1231   (C-Oester) ; 1191-1059 (R-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 361,2199                                   
Trouvée [MH+]: 361,2215 
 
Composé 71 : 3-phénoxy-5-((triisopropylsilyl)éthynyl)benzoate d’éthyle 
Formation de l’iodonium 72:247 Dans un ballon de 250 mL sont 
introduits le mCPBA (4,19 g ; 24,3mmol (actif à 70%) ; 1,1 éq.), le 
CH2Cl2 (60 mL), le benzène (1,5 mL ; 16,9 mmol ; 1,1 éq.) et 
l’iodobenzène (1,7 mL ; 15,2 mmol ; 1 éq.). Le mélange est refroidi à 
0°C puis l’acide triflique (4,1 mL ; 46,3 mmol ; 3 éq.) est additionné 
goutte à goutte. Le mélange réactionnel est                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
ensuite réchauffé à t. a. et agité pendant 15 min. Le solvant est évaporé. Le résidu est repris 
avec 60mL d'’Et2O. Le mélange est laissé au frigo pendant au moins 1h puis l'iodonium est 
obtenu par filtration. 
RMN 1H (300 MHz, DMSO) δ 8,28-8,21 (m, 4H, H2) ; 7,67 (tt, J4-3 = 7,4 Hz, J4-2 = 1,1 Hz, 2H, 
H4) ; 7,58-7,49 (m, 4H, H2). 
Formation de l’aryléther 71: Dans un bicol sec et sous 
argon sont ajoutés le t-BuOK (22 mL ; 22 mmol ; 1,1 éq) 
et le THF anhydre (120 mL) puis le mélange est refroidi 
à 0 °C. Le phénol 68 (7,30 g ; 20,0 mmol ; 1 éq.) est 
ajouté et le mélange est agité 30 min. à 0°C. L’iodonium 
71 (11,18 g ; 26,0 mmol ; 1,4 éq.) est ensuite additionné 
et le mélange transféré dans un bain à 40 °C. Le 
mélange réactionnel est agité à cette température 
pendant 40h. La réaction est stoppée par ajout d’eau 
(120 mL) à 0°C, puis la phase aqueuse est extraite avec 
de l'Et2O (3 fois), la phase organique est séchée 
(MgSO4) et concentrée sous vide. 
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Le produit obtenu est purifié par chromatographie flash (100 % EP) pour obtenir 1,229 g 
d'une huile visqueuse incolore. 
Rdt : 88 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,87 (t, J2-6 = J2-4 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,61 (dd, J6-4 = 2,5 Hz, J6-2 = 
1,5 Hz, 1H, H6) ; 7,41-7,23 (m, 2H, H9 et H9’) ; 7,30 (dd, J4-6 = 2,5 Hz, J4-2 = 1,4 Hz, 1H, H4) ; 7,15 
(ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,04-6,99 (m, 2H, H8 et H8’) ; 4,36 (q, 
J12-13 = 7,1 Hz, 2H, H12) ; 1,38 (t, J13-14 = 7,1 Hz, 3H, H13) ; 1,13 (app s, 21H, H16 et H17). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 165,4 (C11) ; 157,1 (C5) ; 156,5 (C7) ; 132,3 (C1) ; 130,0 (C9 et C9') ; 
128,0 (C2) ; 126,3 (C4) ; 125,3 (C10) ; 123,8 (C3) ; 119,7 (C6) ; 118,9 (C8 et C8') ; 105,3 (C15) ; 92,5 
(C14) ; 61,4 (C12) ; 18,6 (6C17) ; 14,3 (C13) ; 11,2 (3C16). 
Rf: 0,36 (90/7/3 EP/CH2Cl2/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 2159 (CC) ; 1726 (C=O) ; 1231 (Ar-O-Ar) ; 1211 (C-O ester). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 423,2355 
Trouvée [MH+]: 423,2359  
 
Composé 73 : Acide 3-phénoxy-5-((triisopropylsilyl)éthynyl)benzoique 
Préparé selon la méthode générale G à partir du composé 
72 (1,718 g ; 4,1 mmol ; 1 éq.). 
1,480 g de produit sont obtenus sous forme d'un solide 
blanc. 
Rdt: 92 % 
 
 
 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 7,68 (t, J2-6 = J2-4 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,48-7,41 (m, 2H, H9 et H9’) ; 
7,41 (dd, J6-4 = 2,5 Hz, J6-2 = 1,5 Hz, 1H, H6) ; 7,28 (dd, J4-6 = 2,5 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,22 
(ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,12-7,07 (m, 2H, H8 et H8’) ; 1,08 
(app s, 21H, H14 et H15).  
RMN 13C  (75 MHz, DMSO): δ 165,8 (C11) ; 157,6 (C5) ; 155,5 (C7) ; 133,3 (C1) ; 130,3 (C9 et 
C9’) ; 127,1 (C2) ; 124,7 (C4) ; 124,6 (C10) ; 124,3 (C3) ; 119,6 (C8 et C8’) ; 118,7 (C6) ; 105,3 (C12) ; 
91,9 (C12) ; 18,4 (C15) ; 10,6 (C14).  
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Pf: 117-119 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 2160 (CC) ; 1692 (C=O acide) ; 1308 (Csp3-Si) ; 1258 (Ar-O-Ar) ; 1209 (C-O 
ester). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 395,2042 
Trouvée [MH+]: 395,2048  
 
Composé 74 : Acide 3-méthoxy-5-((triisopropylsilyl) éthynyl)benzoïque 
Préparé selon la méthode générale G à partir du composé 
70 (2,60 g ; 7,2 mmol ; 1éq.). 
Le  produit est obtenu sous forme d'un solide beige (2,31 
g). 
Rdt : 96 % 
 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,80 (t, J2-4 = J2-6 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,57 (dd, J6-2 = 1,5 Hz ; J6-4 = 
2,6 Hz, 1H, H6) ; 7,22 (dd, J4-2 = 1,4 Hz ; J4-6 = 2,6 Hz, 1H, H4) ; 3,87 (s, 3H, H7) ; 1,14 (s, 21H, H11 
et H12). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 171,7 (C8) ; 159,5 (C5) ; 130,8 (C1) ; 126,5 (C2) ; 125,2 (C3) ; 123,1 
(C4) ; 115,4 (C6) ; 105,7 (C10) ; 92,1 (C9) ; 55,8 (C7) ; 18,8 (C12) ; 11,4 (C11). 
Pf: 162-164 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 2998-2503 (OH) ; 2158 (CC) ; 1691 (C=Oacide) ; 1307-1266 (C-Oacide) ; 
1158-1063 (R-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 333,1886 
Trouvée [MH+]: 333,1897 
 
Composé 75 : Acide 3-hydroxy-5-((triisopropylsilyl)éthynyl)benzoique 
Préparé selon la méthode générale F à partir du composé 
68 (2,410 g ; 7,0 mmol ; 1éq.). 
Le  produit est obtenu sous forme d'un solide blanc (1,940 
g). 
Partie expérimentale 
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Rdt : 88 % 
RMN 1H (300 MHz, CD3OD): δ 7,52 (t, J2-4 = J2-6 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 7,42 (dd, J6-2 = 1,4 Hz, J6-4 = 
2,5 Hz, 1H, H6) ; 7,03 (dd, J4-2 = 1,4 Hz, J4-6 = 2,5 Hz, 1H, H4) ; 1,15 (app s, 21H, H10 et H11). 
RMN 13C (75 MHz, CD3OD): δ 169,0 (C7) ; 158,8 (C5) ; 133,7 (C1) ; 125,7 (C3) ; 125,2 (C2) ; 
123,4 (C4) ; 118,0 (C6) ; 107,7 (C8) ; 91,3 (C9); 19,1 (6C11) ; 12,5 (3C10). 
Pf: 204-206 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3290 (OH) ; 3098 (OH) ; 2166 (CC) ; 1710 (C=O) ; 1609-1440 (C=C 
aromatiques) ; 1250 (Csp3-Si). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 319,1729 
Trouvée [MH+]: 319,1731  
 
Composé 77 : 5-(3-phénoxy-5-((triisopropylsilyl)éthynyl)phényl)-1,3,4-oxadiazole-2-
carboxylate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale D (méthode A) à 
partir du composé 73 (0,239g ; 0,9 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (95/5 EP/AcOEt) pour obtenir 1,244 g d'un 
solide blanc. 
Rdt : 70 % 
 
 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,97 (t, J 2-6 = J2-4 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,69 (dd, J6-4 = 2,4 Hz, J6-2 = 
1,5 Hz, 1H, H6) ; 7,43-7,36 (m, 2H, H9 et H9’) ; 7,32 (dd, J4-6 = 2,4 Hz, J4-2= 1,4 Hz, 1H, H4) ; 7,19 
(ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,06-7,02 (m, 2H, H8 et H8’) ; 4,08 (s, 
3H, H14) ; 1,13 (app s, J = 7,1 Hz, 21H, H17 et H18). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 165,5 (C11) ; 158,0 (C5) ; 156,4 (C12) ; 155,9 (C7) ; 154,7 (C13) ; 
130,1 (C9 et C9') ; 126,5 (C1 ou C3) ; 126,0 (C4) ; 125,6 (C2) ; 124,4 (C10) ; 124,2 (C1 ou C3) ; 119,3 
(C8 et C8') ; 117,1 (C6) ; 104,4 (C15) ; 93,8 (C16) ; 53,9 (C14) ; 18,6 (6C18) ; 11,2 (3C17). 
Pf: 98-100 °C 
Rf: 0,35 (80/20 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3053 (C-Haromatique) ; 2946-2847 (Csp3-H) ; 2154 (CC) ; 1754 (C=O ester). 
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SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 477,2210 
Trouvée [MH+]: 477,2221 
 
Composé 78 : 5-(3-Méthoxy-5-((triisopropylsilyl) éthynyl) phényl)-1,3,4-oxadiazole-2-           
méthanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale D (méthode A) à 
partir du composé 74 (1,32 g ; 3,0 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie sur 
colonne de silice (90/10 puis 50/50 EP/AcOEt) pour 
obtenir un solide jaune clair (1,05 g). 
Rdt : 80 % 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,83 (t, J2-4 = J2-6 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,61 (dd, J6-2 = 1,5 Hz ; J6-4 = 
2,5 Hz, 1H, H6) ; 7,19 (dd, J4-2 = 1,3 Hz ; J4-6 = 2,5 Hz, 1H, H4) ; 4,09 (s, 3H, H11) ; 3,89 (s, 3H, 
H7) ; 1,13 (s, 21H, H14 et H15). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 166,1 (C8) ; 160,0 (C5) ; 156,5 (C10) ; 154,9 (C9) ; 126,1 (C1) ; 123,9 
(C3) ; 123,5 (C2) ; 122,3 (C4) ; 112,6 (C6) ; 105,1 (C12) ; 93,0 (C13) ; 55,9 (C7) ; 54,01 (C11) ; 18,8 
(C15) ; 11,4 (C14). 
Pf: 80-82 °C 
Rf: 0,36 (80/20 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1)  2159 (CC) ; 1754 (C=O ester) ; 1542 (C=N) ; 1265 (C-O) ; 1188-1052 (R-O-
Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 415,2053 
Trouvée [MH+]: 415,2072 
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Composé 79 : 3-(3-phénoxy-5-((triisopropylsilyl)éthynyl)benzamido)propanoate de 
méthyle  
Préparé selon la méthode générale E à partir du 
composé 72 (1,459 g ; 3,7 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (85/15 à 80/20 EP/AcOEt) 
pour obtenir 1,70 g d'un liquide visqueux 
incolore. 
Rdt : 95 % 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,54 (t, J2-4 = J2-6 =1,5 Hz, 1H, H2) ; 7,40-7,32 (m, 3H, H9, H9’ et 
H6) ; 7,21 (dd, J4-6 = 2,4 Hz, J4-2  = 1,4 Hz, 1H, H4) ; 7,13 (ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 
1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,04-6,98 (m, 2H, H8 et H8’) ; 6,75 (t, JNH-12 = 5,9 Hz, 1H, NH) ; 3,70 (s, 3H, 
H15) ; 3,69 (q, J12-13 = 6,1 Hz, 2H, H12) ; 2,63 (t, J13-12 = 6,1 Hz, 2H, H13) ; 1,12 (app s, 21H, H18 et 
H19). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 173,1 (C14) ; 169,1 (C11) ; 157,4 (C5) ; 156,3 (C7) ; 136,3 (C1) ; 
129,9 (C9 et C9') ; 125,4 (C3) ; 125,1 (C2) ; 124,7 (C4) ; 123,9 (C10) ; 119,1 (C8 et C8') ; 117,4 (C6) ; 
105,2 (C16) ; 92,6 (C17) ; 51,8 (C15) ; 35,4 (C12) ; 33,6 (C13) ; 18,6 (6C19) ; 11,2 (3C18). 
Rf: 0,45 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3320 (NH); 2158 (CC) ; 1740 (C=O ester) ; 1642 (C=O amide). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 480,2570 
Trouvée [MH+]: 480,2593  
 
Composé 80 : 3-(3-methoxy-5-((triisopropylsilyl)ethynyl)benzamido)propanoatede 
méthyle  
Préparé selon la méthode générale E à partir du 
composé 74 (0,813 g ; 2,5 mmol ; 1 éq.). 
Le produit est directement obtenu comme une 
huile visqueuse jaune orangée (1,05 g). 
Rdt : quantitatif 
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RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : 7,36 (t, J2-4 = J2-6 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,28 (dd, J6-4 = 2,5 Hz, J6-2 = 1,6 
Hz, 1H, H6) ; 7,08 (dd ; J4-6 =2,5 Hz, J4-2 = 1,3 Hz ; 1H ; H4) ; 6,83 (t, JNH-9 = 5,6 Hz, 1H, NH) ; 3,82 
(s ; 3H ; H7) ; 3,69 (s ; 3H ; H12) ; 3,68 (q ; J9-10 = 6,1 Hz, 2H, H9) ; 2,64 (t ; J10-9= 6,0 Hz, 2H, H10). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 173,12 (C11) ; 166,54 (C8) ; 159,48 (C5) ; 135,88 (C1) ; 124,83 (C3) ; 
122,46 (C2) ; 120,34 (C4) ; 113,06 (C6) ; 105,81 (C13) ; 91,63 (C14) ; 55,54 (C7) ; 51,81 (C9) ; 
35,38 (C12) ; 33,64 (C10) ; 18,60 (C16) et 11,21 (C15). 
Rf: 0,39 (50/50 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3320 (NH); 2157 (CC) ; 1740 (C=O ester) ; 1643 (C=O amide). 
 
Composé 81 : 3-(3-hydroxy-5-((triisopropylsilyl)éthynyl)benzamido)propanoate de méthyle  
Préparé selon la méthode générale E à partir du 
composé 75 (0,958 g ; 3,0 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (95/5 à 80/20 EP/AcOEt) 
pour obtenir 0,860 g d'un liquide visqueux 
incolore. 
Rdt : 75 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : δ 7,52 (dd, J6-4 = 2,5 Hz, J6-2 = 1,6 Hz, 1H, H6) ; 7,25 (t, J2-6 = J2-4 
=1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,11 (dd, J4-6 = 2,5 Hz, J4-2 = 1,3 Hz, 1H, H4) ; 6,97 (t, JNH-12 = 6,0 Hz, 1H, NH) ; 
3,71 (s, 3H, H11) ; 3,71 (q, J8-9 = 6,1 Hz, 2H, H8 et H8’) ; 2,66 (t, J9-8 = 6,1 Hz, 2H, H9 et H9’) ; 1,12 
(app s, 21H, H14 et H15). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 173,3 (C10) ; 167,3 (C7) ; 156,9 (C5) ; 135,1 (C1) ; 125,0 (C3) ; 122,5 
(C4) ; 121,4 (C2) ; 115,3 (C6) ; 108,9 (C12) ; 91,6 (C13) ; 52,0 (C11) ; 35,6 (C8 et C8') ; 33,6 (C9 et 
C9') ; 18,6 (6C15) ; 11,3 (3C14). 
Rf: 0,14 (70/30 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3364 (OH); 3318 (NH); 2167 (CC) ; 1741 (C=O ester) ; 1721 (C=O amide); 
1648-1546 (C=C aromatiques). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 404,2257 
Trouvée [MH+]: 404,2255  
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Composé 82 : 3-(3-(difluorométhoxy)-5-éthynylbenzamido)propanoate de méthyle  
Dans un ballon sous argon sont ajoutés le K2CO3 (0,051 g ; 
0,37 mmol ; 1,5 éq.) et le DMF (0,5 mL). Le mélange est 
chauffé à 95 °C puis une solution contenant le composé 
81 (0,100 g ; 0,25 mmol, 1 éq.) et le chlorodifluoroacetate 
de sodium (0,076 g ; 0,50 mmol ; 2 éq.) dans le DMF (1,2 
mL) est ajoutée goutte à goutte. 
Le mélange est agité à 95 °C pendant 1h30, puis refroidit à 
15 °C,  5 mL d’eau sont ajoutés et le produit extrait avec 
de l’AcOEt. Les phases organiques sont rassemblées, 
lavées avec une solution saturée de NaCl (2 fois), séchées (MgSO4) et le solvant évaporé. 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie sur gel de silice (70 /30 EP/AcOEt) pour 
obtenir 0,030 g d'un solide blanc. 
Rdt : 40 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,65 (t, J2-6 = J2-4 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,55-7,52 (m, 1H, H6) ;7,35-
7,32 (m, 1H, H4) ; 6,96 (t, JNH-9 = 5,2 Hz, 1H, NH) ; 6,54 (t, J7-F = 73,0 Hz, 1H, H7) ;3,71 (s, 3H, 
H12) ; 3,71 (q, J9-10 = J9-NH = 6,1 Hz, 2H, H9) ; 3,16 (s, 1H, H14) ;2,65 (t, J10-9 = 6,0 Hz, 2H, H10). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 173,2 (C11) ; 165,3 (C8) ; 150,9 (t, J5-F = 3,0 Hz, C5) ; 136,5 (C1) ; 
127,1 (C2) ; 125,8 (C4) ; 124,2 (C3) ; 119,1 (C6) ; 115,4 (t, J7-F = 262,0 Hz, C7) ; 81,5 (C13) ; 79,3 
(C14) ; 51,9 (C12) ; 35,5 (C9) ; 33,5 (C10). 
Rf: 0,29 (70/30 EP/AcOEt) 
Pf: 65-67 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3437 (NH) ; 3309 (CH alcyne) ; 1727 (C=O ester) ; 1634 (C=O amide). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 298,0891 
Trouvée [MH+]: 298,0886 
 
Composé 83 : 5-(3-éthynyl-5-phenoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazole-2-carboxylate de méthyle  
Préparé selon la méthode générale H (méthode B) à partir 
du composé 76 (0,959 g ; 2,0 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash 
(95/5 à 85/15 EP/AcOEt) pour obtenir 0,312 g d'un solide 
blanc. 
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Rdt : 49 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) δ 7,98 (t, J 2-6 = J2-4 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,76 (dd, J6-4 = 2,4 Hz, J6-2 = 1,5 
Hz, 1H, H6) ; 7,45-7,37 (m, 2H, H9 et H9’) ; 7,29 (dd, J4-6 = 2,4 Hz, J4-2 = 1,4 Hz, 1H, H4) ; 7,21 
(ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,08-7,03 (m, 2H, H8 et H8’) ; 4,08 (s, 
3H, H14) ; 3,17 (s, 1H, H16).  
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) δ 165,3 (C11) ; 158,4 (C12) ; 156,4 (C5) ; 155,6 (C7) ; 154,6 (C13) ; 
130,2 (C9 et C9') ; 125,5 (C4) ; 125,5 (C2) ; 125,1 (C1) ; 124,7 (C10) ; 124,4 (C3) ; 119,7 (C8 et C8') ; 
117,5 (C6) ; 81,4 (C15) ; 79,5 (C16) ; 53,9 (C14). 
Pf: 105-107 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3269 (C-H alcyne) ; 1743 (C=O ester) ; 1585,1534 (C=N). 
Rf: 0,21 (80/20 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 321,0867 
Trouvée [MH+]: 321,0868 
 
Composé 84 : 2-(3-éthynyl-5-phénoxyphényl)-1,3,4-oxadiazole 
Préparé selon la méthode générale H à partir du composé 77 
(0,680 g ; 1,4 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash (80/20 
à 70/30 EP/AcOEt) pour obtenir 0,169 g d'un solide blanc. 
Rdt : 45 % 
 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,46 (s, 1H, H12) ; 7,91 (t, J2-4 = J2-6 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,68 (dd, J6-
4 = 2,4 Hz, J6-2 = 1,5 Hz, 1H, H6) ; 7,46-7,37 (m, 2H, H9 et H9’) ; 7,26 (app t, J = 1,8 Hz, 1H, H4) ; 
7,20  (ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,08-7,03 (m, 2H, H8 et H8’) ; 
3,16 (s, 1H, H14). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 163,6 (C11) ; 158,3 (C5) ; 155,6 (C7) ; 152,8 (C12) ; 130,2 (C9 et C9') ; 
125,2 (C1) ; 125,0 (C2) ; 124,8 (C3) ; 124,7 (C4) ; 124,6 (C10) ; 119,7 (C8 et C8') ; 117,0 (C6) ; 81,7 
(C13) ; 79,1 (C14). 
Pf: 140-142 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3207 (C-H alcyne) ; 1591 (C=N) ; 1230 (Ar-O-Ar) ; 1106 (C-O oxadiazole). 
Partie expérimentale 
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Rf: 0,58 (60/40 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 263,0821 
Trouvée [MH+]: 263,0831 
 
Composé 85 : 5-(3-Ethynyl-5-méthoxyphényl)-1,3,4-oxadiazole-2-méthanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale H à partir du composé 
77 (0,400 g ; 0,97 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash 
(95/5 à 70/30 EP/AcOEt) pour obtenir 0,117 g d'un solide 
blanc. 
 
Rdt : 47 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,85 (t, J2-4 = J2-6= 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,66 (dd, J6-2 = 1,5 Hz, J6-4 = 2,5 
Hz, 1H, H6) ; 7,22 (dd, J4-2 = 1,3 Hz, J4-6 = 2,5 Hz, 1H, H4) ; 4,09 (s, 3H, H11) ; 3,89 (s, 3H, H7) ; 
3,16 (s, 1H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 165,8 (C8) ; 160,0 (C5) ; 156,5 (C10) ; 154,8 (C9) ; 124,7 (C1) ; 124,1 
(C3) ; 123,6 (C2) ; 122,3 (C4) ; 113,1 (C6) ; 81,9 (C13) ; 78,9 (C12) ; 55,9 (C7) ; 54,0 (C11). 
Pf: 128-130 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3441 (C-H alcyne) ; 1746 (C=O ester) ; 1538 (C=N) ; 1240 (C-O) ; 1156-1066 
(R-O-Ar). 
Rf: 0,27 (80/20 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 259,0719 
Trouvée [MH+]: 259,0716 
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Composé 86 : 3-(3-éthynyl-5-phénoxybenzamido)propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale H à partir du 
composé 79 (1,593 g ; 3,3 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash 
(95/5 à 80/20 EP/AcOEt) pour obtenir 0,654 g d'un 
liquide visqueux jaune. 
Rdt : 61 % 
 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,54 (t, J2-4 = J2-6 =1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,41 (dd, J6-4 = 2,4 Hz, J6-2 = 
1,6 Hz, 1H, H6) ; 7,39-7,31 (m, 2H, H9 et H9’) ; 7,14 (dd, J4-6 = 2,4 Hz, J4-2 = 1,6 Hz, 1H, H4) ; 7,13 
(ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,03-6,97 (m, 2H, H8 et H8’) ; 6,93 (t, 
JNH-12 = 5,9 Hz, 1H, NH) ; 3,69 (s, 3H, H15) ; 3,69 (q, J12-13 = 6,1 Hz, 2H, H12) ; 3,10 (s, 1H, H17) ; 
2,63 (t, J13-12 = 6,0 Hz, 2H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 173,1 (C14) ; 165,9 (C11) ; 157,8 (C5) ; 155,9 (C7) ; 136,4 (C1) ; 
130,0 (C9 et C9') ; 124,8 (C2) ; 124,2 (C10 et C4) ; 123,9 (C3) ; 119,5 (C8 et C8') ; 117,8 (C6) ; 82,1 
(C16) ; 78,6 (C17) ; 51,8 (C15) ; 35,4 (C12) ; 33,5 (C13). 
Rf: 0,28 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3290 (CH alcyne) ; 2106 (CC) ; 1736 (C=O ester) ; 1643 (C=O amide). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 324,1236 
Trouvée [MH+]: 324,1240 
 
Composé 87 : 3-(3-ethynyl-5-methoxybenzamido)propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale H à partir du 
composé 80 (1,00 g ; 2,4 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie sur 
colonne de silice (70/30 EP/Et2O) pour obtenir le 
produit comme une huile visqueuse jaune clair. 
Rdt : 82 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,38 (t, J2-4 = J2-6 =1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,34 (dd, J6-4-= 2,6 Hz, J6-2 = 
1,6 Hz, 1H, H6) ; 7,12 (dd, J4-6 = 2,6 Hz, J4-2 = 1,3 Hz, 1H, H4) ; 6,80 (t, JNH-12 = 5,6 Hz, 1H, NH) ; 
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3,83 (s, 3H,  H7) ; 3,71 (s, 3H,  H12) ; 3,69 (t, J9-10 = 5,22 Hz, 2H, H9) ; 3,09 (s, 1H,  H14) et 2,64 (t, 
J10-9  = 6,03 Hz, 2H, H10). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 173,2 (C11) ; 166,3 (C8) ; 159,6 (C5) ; 136,0 (C1) ; 123,4 (C3) ; 122,4 
(C2) ; 120,5 (C4) ; 113,7 (C6) ; 82,6 (C13) ; 77,9 (C14) ; 55,6 (C7) ; 51,9 (C12) ; 31,4 (C9)  et 33,6 
(C10). 
Rf: 0,35 (80/20 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3290 (CH alcyne) ; 2108 (CC) ; 1736 (C=O ester) ; 1644 (C=O amide). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 262,107 
Trouvée [MH+]: 262,108 
 
Composé 88 : 3-(3-éthynyl-5-hydroxybenzamido)propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale H (méthode A) à partir 
du composé 81 (0,659 g ; 1,6 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash 
(70/30 à 60/40 EP/AcOEt) pour obtenir 0,272 g d'un 
liquide visqueux incolore. 
Rdt : 68 % 
RMN 1H (300 MHz, CD3OD): δ 7,35 (t, J2-6 = J2-4 =1,5 Hz, 1H, H2) ; 7,22 (dd, J6-4 = 2,4 Hz, J6-2 
=1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,01 (dd, J4-6 = 2,5 Hz, J4-2 =1,3 Hz, 1H, H4) ; 3,68 (s, 3H, H11) ; 3,60 (t, J8-9 = 
6,9 Hz, 2H, H8 et H8’) ; 3,50 (s, 1H, H13) ; 2,64 (t, J9-8 = 6,9 Hz, 2H, H9 et H9’). 
RMN 13C (75 MHz, CD3OD): δ 173,9 (C10) ; 169,4 (C7) ; 158,9 (C5) ; 137,3 (C1) ; 125,0 (C3) ; 
122,7 (C2) ; 122,4 (C4) ; 116,1 (C6) ; 83,7 (C12) ; 79,0 (C13) ; 52,2 (C11) ; 36,7 (C9 et C9’) ; 34,6 (C8 
et C8’). 
Rf: 0,14 (70/30 EP/AcOEt) 
Pf: 117-119 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3390 (NH); 3297 (CH alcyne) ;3178 (OH); 1719 (C=O ester) ; 1642 (C=O amide); 
1546 (NH). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 248,0923 
Trouvée [MH+]: 248,0927  
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Composé 89 : 3-éthynyl-5-phénoxybenzoate d’éthyle 
Préparé selon la méthode générale H à partir du composé 72 
(0,462 g ; 1,1 mmol ; 1éq.). 
Le produit obtenu est purifié par chromatographie flash (100 
% EP) pour obtenir 0,275 g d'un solide beige. 
Rdt : 83 % 
 
 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : δ 7,89 (t, J 2-6 = J2-4 = 1,4 Hz, 1H, H2) ; 7,66 (dd, J6-4 = 2,5 Hz, J6-2 = 
1,5 Hz, 1H, H6) ; 7,42-7,32 (m, 2H, H9 et H9’) ; 7,27 (dd, J4-6 = 2,5 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,16 
(ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,05-6,99 (m, 2H, H8 et H8’) ; 4,36 (q, 
J12-13 = 7,1 Hz, 2H, H12) ; 3,11 (s, 1H, H15) ; 1,38 (t, J13-14  = 7,1 Hz, 3H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) : δ 165,2 (C11) ; 157,0 (C5) ; 156,2 (C7) ; 132,5 (C1) ; 130,0 (C9 et C9') ; 
127,8 (C2) ; 125,8 (C4) ; 124,1 (C10) ; 123,8 (C3) ; 120,1 (C6) ; 119,3 (C8 et C8') ; 82,1 (C14) ; 78,5 
(C15) ; 61,4 (C12); 14,2 (C13). 
Pf: 48-50 °C 
Rf: 0,27 (95/5 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3260 (C-H alcyne) ; 1718 (C=O ester) ; 1243 (Ar-O-Ar) ; 1207 (C-O ester). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 267,1021 
Trouvée [MH+]: 267,1015  
 
Composé 93: 3-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-5-phénoxybenzoate 
d’éthyle  
Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 89 (0,148 g ; 0,6 mmol ; 1 éq.) et du 2-
azidoacetate méthyle (0,06 mL ;  0,6 mmol ; 1,1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (70/30 à 50/50 EP/AcOEt) pour obtenir 0,119 g 
d'une huile visqueuse incolore. 
Rdt : 56 à 60 %. 
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RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,19 (t, J 2-6 = J2-4 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 7,97 (s, 1H, H15) ; 7,75 (dd, J4-
6 = 2,5 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,65 (dd, J6-4 = 2,5 Hz, J6-2 = 1,5 Hz, 1H, H6) ; 7,40-7,32 (m, 2H, 
H9 et H9’) ; 7,14 (ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,08-7,02 (m, 2H, H8 
et H8’) ; 5,22 (s, 2H, H16) ; 4,37 (q, J12-13 = 7,1 Hz, 2H, H12) ; 3,83 (s, 3H, H18) ; 1,39 (t, J13-14 = 7,1 
Hz, 3H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 166,6 (C17) ; 165,8 (C11) ; 158,0 (C5) ; 156,6 (C7) ; 147,0 (C14) ; 
132,8 (C1 ou C3) ; 132,3 (C1 ou C3) ; 130,0 (C9 et C9') ; 123,9 (C10) ; 121,6 (C15); 121,6 (C2); 120,1 
(C4) ; 119,4 (C6) ; 119,1 (C8 et C8') ; 61,3 (C12) ; 53,1 (C16) ; 50,8 (C18) ; 14,3 (C13). 
Rf: 0,26 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3138-3069 (C-H aromatique) ; 2955-2853 (Csp3-H) ; 1754-1716 (C=O ester). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 382,1403 
Trouvée [MH+]: 382, 1408 
 
Composé 94 : 3-(1-(2-tert-butoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-5-phénoxybenzoate 
d’éthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 89 (0,239 g ; 0,9 mmol ; 1 éq.) et du 2-
azidoacétate de tert-butyle (0,227 g ;  1,4  mmol ; 
1,6 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (80/20 à 70/30 EP/AcOEt) pour obtenir 0,195 
g d'un solide blanc. 
Rdt : 51 % 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,19 (t, J 2-6 = J2-4 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 7,97 (s, 1H, H15) ; 7,76 (dd, J4-
6 = 2,4 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,65 (dd, J6-4 = 2,4 Hz, J6-2 = 1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,40-7,32 (m, 2H, 
H9 et H9’) ; 7,14 (ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,08-7,02 (m, 2H, H8 
et H8’) ; 5,11 (s, 2H, H16) ; 4,38 (q, J12-13  = 7,1 Hz, 2H, H12) ; 1,50 (s, 9H, H19) ; 1,39 (t, J13-14 = 
7,1 Hz, 3H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 165,8 (C17) ; 165,2 (C11) ; 158,0 (C5) ; 156,6 (C7) ; 146,8 (C14) ; 
132,8 (C1 ou C3) ; 132,4 (C1 ou C3) ; 130,0 (C9 et C9') ; 123,8 (C10) ; 121,6 (C15 et C2) ; 120,2 (C4) ; 
119,4 (C6) ; 119,1 (C8 et C8') ; 84,1 (C18) ; 61,3 (C12) ; 51,6 (C16) ; 20,0 (3C19) ; 14,3 (C13). 
Pf: 107-109 °C 
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Rf: 0,58 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3142-3057 (C-Haromatique) ; 2987-2871 (Csp3-H) ; 1747-1720 (C=O ester). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 424,1872 
Trouvée [MH+]: 424,1880  
 
Composé 95 : 2-(4-(3-(1,3,4-oxadiazol-2-yl)-5-phénoxyphényl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl) acétate 
de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 84 (0,080 g ; 0,25 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (99/1 à 96/4 CH2Cl2/MeOH) pour obtenir 0,087 g 
d'un solide blanc. 
Rdt : 81 % 
 
 
 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN) δ 8,69 (s, 1H, H12) ; 8,26 (s, 1H, H14) ; 8,25 (t, J2-4 = J2-6 1,5 Hz, 1H, 
H2) ; 7,69 (dd, J4-6 = 2,4 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,55 (dd, J6-4  = 2,4 Hz, J6-2 = 1,5 Hz, 1H, H6) ; 
7,50-7,42 (m, 2H, H9 et H9’) ; 7,25 (ddt, J10-9 = 7,9 Hz, J10-9’ =6,9 Hz, J10-8 = 1,1Hz, 1H, H10) ; 7,18-
7,13 (m, 2H, H8 et H8’) ; 5,27 (s, 2H, H15) ; 3,77 (s, 3H, H17).  
RMN 13C (75 MHz, CD3CN) δ  1658,4 (C16) ; 165,8 (C11) ; 159,9 (C12) ; 157,2 (C5) ; 154,8 (C7) ; 
146,6 (C13) ; 134,8 (C3) ; 131,3 (C9 et C9') ; 127,1 (C1) ; 125,5 (C10) ; 124,1 (C14) ; 120,6 (C8 et 
C8') ; 119,3 (C4) ; 119,2 (C2) ; 116,5 (C6) ; 53,5 (C17) ; 51,8 (C15). 
Pf: 120-122 °C 
Rf: 0,34 (30/70 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 1761 (C=O ester) ; 1021 (C-O oxadiazole). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 378,1202 
Trouvée [MH+]: 378,1196  
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Composé 1 : 5-(3-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-5-phénoxyphényl)-1,3,4-
oxadiazole-2-carboxylate de méthyle  
Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 83 (0,143 g ; 0,5 mmol ; 1 éq.) et du 2-
azidoacétate méthyle (0,136 g ;  1,2 mmol ; 2,6 
éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (60/40 à 30/70 
EP/AcOEt) pour obtenir 0,138 g d'un solide 
blanc. 
 
 
Rdt : 71 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) δ 8,27 (t, J2-6 = J2-4 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 8,04 (s, 1H, H16) ; 7,78 (dd, J4-6 
= 2,4 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,73 (dd, J6-4  = 2,4 Hz, J6-2 = 1,5 Hz, 1H, H6) ; 7,43-7,35 (m, 2H, 
H9 et H9’) ; 7,18 (ddt, J10-9 = 7,4 Hz, J10-9’  = 6,7 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,11-7,05 (m, 2H, H8 
et H8’) ; 5,25 (s, 2H, H17) ; 4,08 (s, 3H, H14) ; 3,84 (s, 3H, H19). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) δ 165,5 (C18) ; 165,8 (C11) ; 158,8 (C12) ; 156,4 (C5) ; 156,0 (C7) ; 
154,6 (C13) ; 146,3 (C15) ; 133,5 (C3) ; 130,1 (C9 et C9') ; 124,6 (C1) ; 124,4 (C10) ; 121,9 (C16) ; 
119,8 (C4) ; 119,5 (C8 et C8') ; 119,2 (C2) ; 116,7 (C6) ; 53,8 (C14) ; 53,2 (C19) ; 50,9 (C17). 
Pf: 156-158 °C 
Rf: 0,22 (50/50 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 1761 et 1738 (C=O ester) ; 1230 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 436,1257 
Trouvée [MH+]: 436,1257 
 
Composé 3 : 5-(3-(1-(2-hydroxyéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-5-phénoxyphényl)-1,3,4-
oxadiazole-2-carboxylate de méthyle  
 Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 83 (0,125 g ; 0,4 mmol ; 1 éq.) et du 2-
azidoethan-1-ol (0,076 g ; 0,9 mmol ; 2éq.). 
Le produit obtenu est un solide blanc (50,4 mg). 
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Rdt : 46 %. 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,14 (t, J2-6 = J2-4 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 8,00 (s, 1H, H16) ; 7,69 (dd, J4-
6 = 2,4 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,64 (dd, J6-4  = 2,4 Hz, J6-2 = 1,5 Hz, 1H, H6) ; 7,43-7,34 (m, 2H, 
H9 et H9’) ; 7,18 (ddt, J10-9 = 7,4 Hz, J10-9’ = 7,0 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,10-7,04 (m, 2H, H8 
et H8’) ; 4,55 (t, J17-18 = 4,9 Hz, 2H, H17) ; 4,14 (t, J18-17 = 4,9 Hz, 2H, H18); 4,08 (s, 3H, H14). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 165,8 (C11) ; 158,8 (C12) ; 156,4 (C5) ; 155,9 (C7) ; 154,6 (C13) ; 
145,6 (C15) ; 133,5 (C3) ; 130,2 (C9 et C9') ; 124,5 (C1) ; 124,4 (C10) ; 121,9 (C16) ; 119,5 (C8 et 
C8') ; 119,5  (C4) ; 119,0 (C2) ; 116,5 (C6) ; 61,1 (C18) ; 53,9 (C14), 52,9 (C17). 
Pf: 125-127 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3370 (OH) ; 1748 (C=O ester) ; 1237 (Ar-O-Ar). 
Rf: 0,25 (30/70 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 408,1308 
Trouvée [MH+]: 408,1305 
 
Composé 4 : 5-(3-méthoxy-5-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)phényl)-1,3,4-
oxadiazole-2-carboxylate de méthyle 
 Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 85 (0,050 g ; 0,19 mmol ; 1 éq.) et du 2-
azidoacetate méthyle (0,03 mL ; 0,23 mmol ; 1,2 
éq.). 
Le produit obtenu  est purifié par 
chromatographie Flash (100 à 20/80 EP/AcOEt) 
pour obtenir un solide beige (0,050 g). 
Rdt : 70 %. 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,12 (t, J2-4= J2-6= 1,4 Hz, 1H, H2) ; 8,05 (s, 1H, H13) ; 7,76 (dd, J4-
2= 1,4 Hz ; J4-6= 2,5 Hz, 1H, H4) ; 7,66 (dd, J6-2= 1,5 Hz ; J6-4= 2,5 Hz, 1H, H6) ; 5,26 (s, 2H, H14) ; 
4,10 (s, 3H, H11) ; 3,96 (s, 3H, H7) ; 3,86 (s, 3H, H16). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 166,6 (C15) ; 166,3 (C8) ; 160,7 (C5) ; 156,4 (C10) ; 154,8 (C9) ; 
146,8 (C12) ; 133,1 (C3) ; 124,3 (C1) ; 121,9 (C13) ; 117,2 (C2) ; 115,9 (C4) ; 112,4 (C6) ; 55,9 (C7) ; 
53,9 (C11) ; 53,3 (C16) ; 50,9 (C14)  
Pf: 162-164 °C 
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Infrarouge: ν (cm-1) 1762 et 1745 (C=O ester) ; 1535 (C=N) ; 1244 -1221 (C-O) ; 1158 – 1047 (R-
O-Ar). 
Rf: 0,50 (95/5 DCM/MeOH) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 374,1101 
Trouvée [MH+]: 374,1114 
 
Composé 6 : 5-(3-(1-(2-hydroxyéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-5-méthoxyphényl)-1,3,4-
oxadiazole-2-carboxylate méthyle 
 Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 85 (0,080 g ; 0,31 mmol ; 1 éq.) et du 2-
azidoéthan-1-ol (0,039 g ; 0,37 mmol ; 1,2 éq.). 
Le produit obtenu est purifié par 
chromatographie Flash (100/0 à 97/3, 
CH2Cl2/MeOH ) pour obtenir un solide blanc 
(0,082 g). 
Rdt : 76 %. 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,00 (s, 1H, H13) ; 7,88 (t, J2-4= J2-6 = 1,3 Hz, 1H, H2) ; 7,58 (dd, J4-2 
= 1,4 Hz ; J4-6= 2,4 Hz, 1H, H4) ; 7,48 (dd, J6-2 = 1,4 Hz ; J6-4 = 2,4 Hz, 1H, H6) ; 4,56  (t, J14-15 = 5,1 
Hz, 2H, H14) ; (t, J14-15= 5,0 Hz 2H, H15) ; 4,10 (s, 3H, H11) ; 3,90 (s, 3H, H7)  
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 166,2 (C8) ; 160,6 (C5) ; 156,3 (C10) ; 154,7 (C9) ; 146,0 (C12) ; 
133,1 (C3) ; 124,1 (C1) ; 121,8 (C13) ; 116,9 (C2) ; 115,7 (C4) ; 112,0 (C6) ; 61,2 (C15) ; 55,8 (C7) ; 
53,9 (C11) ; 52,9 (C14)  
Pf: 162-164 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3493 (OH) ; 1745 (C=Oester) ; 1236 -1204 (C-O) ; 1165-1054 (R-O-Ar) 
Rf: 0,30 (95/5 DCM/MeOH) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 346,1151 
Trouvée [MH+]: 346,1158 
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Composé 15 : 3-(3-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-5-phénoxy benzamido) 
propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 87 (0,158 g ; 0,5 mmol ; 1 éq.) et du 2-
azidoacetate méthyle (0,1 mL ;  1,0 mmol ; 2 
éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (20/40/40 à 10/50/40 
EP/AcOEt) pour obtenir 0,146 g d'un liquide 
visqueux incolore. 
Rdt : 68 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,93 (s, 1H, H17) ; 7,89 (t, J2-4 = J2-6 = 1,5 Hz, 1H, H2) ;7,60 (dd, J4-6 
= 2,3 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,40-7,31 (m, 3H, H9, H9’ et H6) ; 7,14 (ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 
7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,07-7,00 (m, 2H, H8 et H8’) ; 6,96 (t, JNH-12 = 5,8 Hz, 1H, NH) ; 
5,21 (s, 2H, H18) ; 3,81 (s, 3H, H20) ;3,71 (q, J12-13 = J12-NH  6,1 Hz, 2H, H12) ; 3,69 (s, 3H, H15) ; 
2,66 (t, J13-12 = 6,1 Hz, 2H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 173,0 (C14) ; 166,6 (C19) ; 165,5 (C11) ; 158,2 (C5) ; 156,3 (C7) ; 
146,9 (C16) ; 136,8 (C1) ; 132,5 (C3) ; 130,0 (C9 et C9') ; 124,0 (C10) ; 121,7 (C17) ; 119,3 (C8 et 
C8') ; 118,7 (C2) ; 118,5 (C4) ; 117,0 (C6) ; 53,1 (C20) ; 51,9 (C15) ; 50,8 (C18) ; 35,5 (C13) ; 33,7 
(C12). 
Infrarouge: ν (cm-1) 3309 (NH) ; 1737 (C=O ester) ; 1649 (C=O amide) ; 1229 (Ar-O-Ar). 
Rf: 0,36 (30/70 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 439,1618 
Trouvée [MH+]: 439,1625 
 
Composé 16 : 3-(3-(1-(2-tert-butoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-5-phénoxy 
benzamido)propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à 
partir du composé 86 (0,155 g ; 0,5 mmol ; 
1 éq.) et du 2-azidoacétate tert-butyl 
(0,180 g ;  1,0 mmol ; 2 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (40/30/30 
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EP/AcOEt/ CH2Cl2) pour obtenir 0,130 g d'un liquide visqueux incolore. 
Rdt : 75 % 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,92 (s, 1H, H17) ; 7,89 (t, J2-4 = J2-6 = 1,5 Hz, 1H, H2) ;7,62 (dd, J4-6 
= 2,3 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,39-7,30 (m, 3H, H9,  H9’ et H6) ; 7,13 (ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 
7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 7,06-7,00 (m, 2H, H8 et H8’) ; 6,96 (t, JNH-12 = 5,8 Hz, 1H, NH) ; 
5,09 (s, 2H, H18) ; 3,70 (q, J12-13 = J12-NH  6,1 Hz, 2H, H12) ; 3,69 (s, 3H, H15) ; 2,65 (t, J13-12 = 6,1 
Hz, 2H, H13) ; 1,49 (s, 9H, H21). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 173,0 (C14) ; 166,5 (C11) ; 165,2 (C19) ; 158,2 (C5) ; 156,4 (C7) ; 
146,7 (C16) ; 136,8 (C1) ; 132,5 (C3) ; 130,0 (C9 et C9') ; 123,9 (C10) ; 121,7 (C17) ; 119,3 (C8 et 
C8') ; 118,7 (C2) ; 118,5 (C4) ; 116,9 (C6) ; 84,0 (C20) ; 51,8 (C15) ; 51,6 (C18) ; 35,5 (C12) ; 33,7 
(C13) ; 27,9 (3C21). 
Infrarouge: ν (cm-1) 3394 (NH) ; 1744 et 1715 (C=O ester) ; 1655 (C=O amide) ; 1236 (Ar-O-Ar). 
Rf: 0,37 (30/70 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 481,2087 
Trouvée [MH+]: 481,2101 
 
Composé 18 : 3-(3-méthoxy-5-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl) 
benzamido)propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 87 (0,180 g ; 0,68 mmol ; 1 éq.) et du 
2-azidoacétate méthyle (0,08 mL ;  0,8 mmol ; 
1,2 éq.). 
Le produit obtenu est purifié par 
chromatographie sur colonne de silice (95/5 
CH2Cl2/MeOH) pour obtenir 0,169 g d'un liquide 
visqueux orange. 
Rdt : 66 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,94 (s, 1H, H15) ; 7,70 (t, J2-4 = J2-6 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 7,52 (dd, J6-4 
= 2,5 Hz, J6-2 = 1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,29 (dd, J4-6 = 2,5 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 6,99 (t, J9-10 = 5,7 
Hz, 1H, H9) ; 5,22 (s, 2H, H16) ; 3,87 (s, 3H, H17) ; 3,82 (s, 3H, H7) ; 3,73 (q, J10-11 = 6,0 Hz, 2H, 
H10) ; 3,70 (s, 3H, H12) ; 2,67 (t, J11-10 = 6,0 Hz, 2H, H10).  
Partie expérimentale 
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RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 173,0 (C12) ; 166,9 (C17) ; 166,6 (C8) ; 160,2 (C5) ; 147,3 (C1) ; 
136,3 (C14) ; 131,8 (C3) ; 121,6 (C15) ; 116,3 (C2) ; 114,1 (C4) ; 112,6 (C6) ; 55,6 (C18) ; 53,1 
(C7) ; 51,8 (C13) ; 50,8 (C16) ; 35,5 (C10) ; 33,7 (C11). 
Rf: 0,32 (90/10 CH2Cl2/MeOH) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3602-3325 (NH) ; 1737 (C=Oester) ; 1648 (C=Oamide) ; 1228-1179 (R-O-Ar) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 377,1461 
Trouvée [MH+]: 377,1472 
 
Composé 20 : 3-(3-(1-(2-hydroxyéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-5-méthoxybenzamido) 
propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir 
du composé 87 (0,180 g ; 0,68 mmol ; 1 éq.) et 
du 2-azidoethan-1-ol (0,089 g ; 0,8 mmol ; 1,2 
éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie Flash (70/30 EP/AcOEt) pour 
obtenir un liquide visqueux orange (0,171 g). 
 
Rdt : 72 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : δ 8,00 (s, 1H, H15) ; 7,68 (s, 1H, H2) ; 7,48 (s, 1H, H6) ; 7,28 (s, 1H, 
H4) ; 7,01 (t, J9-10 = 5,6 Hz, 1H, H9) ; 4,54 (t, J16-17 = 4,8 Hz, 2H, H16) ; 4,09 (t, J17-16 = 5,1 Hz, 2H, 
H17) ; 3,88 (s, 3H, H7) ; 3,72 (q, J10-11 = 6,2 Hz, 2H, H10) ; 3,69 (s, 3H, H13) ; 2,68 (t, J11-10 = 6,2 Hz, 
2H, H11).  
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) δ 173,1 (C11) ; 167,3 (C8) ; 160,0 (C5) ; 146,3 (C13) ; 136,1 (C1) ; 131,8 
(C3) ; 121,7 (C14) ; 116,1 (C2) ; 113,8 (C4) ; 112,2 (C6) ; 61,0 (C16) ; 55,5 (C7) ; 53,0 (C15) ; 51,9 
(C12) ; 35,6 (C9) ; 33,7 (C10). 
Rf: 0,43 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3400 (OH) ; 1732 (C=Oester) ; 1646 (C=Oamide) ; 1050 – 1004 (R-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4) : 
 
Calculée [MH+]: 349,1512   
Trouvée [MH+]: 349,1515 
 
Partie expérimentale 
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Composé 21 : 3-(3-hydroxy-5-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl) benzamido) 
propanoate de méthyle  
 Préparé selon la méthode générale I à partir 
du composé 88 (0,259 g ; 1,1 mmol ; 1 éq.) et 
du 2-azidoacétate méthyle (0,260 g ;  2,3 
mmol ; 2 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (50/50 à 20/80 
EP/AcOEt) pour obtenir 0,326 g d'un liquide 
visqueux incolore. 
Rdt : 86 % 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN): δ 8,16 (s, 1H, H13) ; 7,72 (t, J2-4 = J2-6 = 1,5 Hz, 1H, H2) ;7,45 (dd, J4-
6 = 2,4 Hz, J4-2 = 1,4 Hz, 1H, H4) ; 7,22 (s, 1H, OH) ; 7,18 (dd, J6-4 = 2,4 Hz, J6-2 = 1,5 Hz, 1H, H6) ; 
5,26 (s, 2H, H14) ; 3,77 (s, 3H, H15) ; 3,65 (s, 3H, H11) ; 3,58 (q, J8-9 = J8-NH  6,7 Hz, 2H, H8) ; 2,66 
(t, J9-8 = 6,8 Hz, 2H, H9). 
RMN 13C (75 MHz, CD3CN): δ 173,1 (C10) ; 168,4 (C15) ; 167,5 (C7) ; 158,5 (C5) ; 147,5 (C12) ; 
137,8 (C1) ; 133,2 (C3) ; 123,5 (C13) ; 116,5 (C2) ; 115,8 (C4) ; 114,6 (C6) ; 53,4 (C11) ; 52,1 (C14) ; 
51,6 (C15) ; 36,5 (C11) ; 34,5 (C14).  
Infrarouge: ν (cm-1) 3334 (NH) ; 3271 (OH) ; 1734 (C=O ester) ; 1641 (C=0 amide). 
Rf: 0,34 (90/10 CH2Cl2/MeOH) 
SMHR (IC, CH4) : [MH
+] 
Calculée: 361,1148 
Trouvée: 361,1144 
 
Composé 96: 3-(3-(difluorométhoxy)-5-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)benzamido)propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 82 (0,130 g ; 0,44 mmol ; 1 éq.) et du 
2-azidoacétate méthyle (0,1 mL ;  0,9 mmol ; 2 
éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie sur gel de silice (100 % AcOEt) 
pour obtenir 0,176 g d'un solide blanc. 
Rdt : 98 % 
Partie expérimentale 
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RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,00-7,97 (m, 2H, H2 et H14) ; 7,74-7,70 (m, 1H, H4) ;7,51-7,46 
(m, 1H, H6) ; 7,02 (t, JNH-9 = 5,8 Hz, 1H, NH) ; 6,61 (t, J7-F = 73,3 Hz, 1H, H7) ; 5,24 (s, 3H, H15) ; 
3,84 (s, 3H, H17) ; 3,73 (q, J9-10 = J9-NH = 6,0 Hz, 2H, H9) ; 3,71 (s, 1H, H12) ; 2,68 (t, J10-9 = 6,0 Hz, 
2H, H10). 
RMN 13C (75 MHz, CD3OD): δ 173,1 (C11) ; 166,6 (C16) ; 165,9 (C8) ; 151,7 (t, J5-F = 3,0 Hz, C5) ; 
146,4 (C13) ; 136,9 (C1 ou C3) ; 132,6 (C1 ou C3) ; 121,9 (C14) ; 120,8 (C2) ; 119,4 (C4) ; 117,9 
(C6) ; 115,6 (t, J7-F = 261,1 Hz, C7) ; 53,2 (C17) ; 51,9 (C12) ; 50,9 (C15) ; 35,6 (C9) ; 33,6 (C10). 
RMN 19F (CDCl3): -81,2 
Rf: 0,56 (100 % AcOEt) 
Pf: 108-109 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3285 (NH); 1752 (C=O ester) ; 1735 (C=O amide) ; 1638 (C=N); 1547 (NH). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 413,1273 
Trouvée [MH+]: 413,1284 
 
Composé 97 : 3-(3-(difluorométhoxy)-5-(1-(2-hydroxyéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl) 
benzamido)propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir 
du composé 82 (0,130 g ; 0,44 mmol ; 1 éq.) et 
du 2-azidoéthan-1-ol (0,081 g ; 0,9 mmol ; 
2éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie sur gel de silice (100 % 
AcOEt) pour obtenir 0,160 g d'un solide blanc. 
Rdt : 95 % 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN) : δ 8,24 (s, 1H, H14) ; 8,08 (t, J2-4 = J2-6 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 7,75 (ddt, 
J4-6 = 2,4 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, J4-F = 0,5 Hz, 1H, H4) ; 7,47 (ddt, J6-4 = 2,4 Hz, J6-2 = 1,5 Hz, JF-F = 0,5 
Hz, 1H, H6) ; 7,35 (s app, 1H, NH) ; 6,88 (t, J7-F = 73,9 Hz, 1H, H7) ; 4,51-4,45 (m, 1H, H15) ; 3,97-
3,89 (m, 1H, H16) ; 3,65 (s, 1H, H12) ; 3,61 (td, J9-10 = 6,8 Hz, J9-NH = 5,8 Hz, 1H, H9) ; 3,23 (t, JOH-
16 = 5,8 Hz, 1H, OH) ; 2,62 (t, J10-9 = 6,8 Hz, 2H, H10). 
RMN 13C (75 MHz, CD3CN) δ 173,2 (C11) ; 166,6 (C8) ; 151,7 (t, J5-F = 3,2 Hz, C5) ; 146,2 (C13) ; 
138,3 (C1 ou C3) ; 134,4 (C1 ou C3) ; 123,3 (C14) ; 121,6 (C2) ; 119,3 (C4) ; 117,4 (t, J7-F = 257,7 
Hz, C7); 117,9 (C6) ; 61,4 (C16) ; 53,8 (C15) ; 52,2 (C12) ; 36,7 (C9) ; 34,5 (C10). 
Partie expérimentale 
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RMN 19F (CDCl3) : -81,2 
Rf: 0,29 (100 % AcOEt) 
Pf: 99-100 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3357 (NH) ; 3276 (OH) ; 1736 (C=O ester) ; 1642 (C=O amide) ; 1550 (NH). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 385,1324 
Trouvée [MH+]: 385,1321 
 
Composé 98 : Acide 2-(4-(3-(1,3,4-oxadiazol-2-yl)-5-phénoxyphényl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)acétique  
Préparé selon la méthode générale G à partir du 
composé 95 (0,138 g ; 0,3 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est 0,105 g d'un solide blanc. 
Rdt : 82 % 
 
 
 
 
RMN 1H (300 MHz, DMSO) δ 9,38 (s, 1H, H12) ; 8,79 (s, 1H, H14) ; 8,27 (t, J2-6 = J2-4 = 1,5 Hz, 
1H, H2) ; 7,75 (dd, J4-6 = 2,4 Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,53-7,44 (m, 3H, H9, H9’ et H6) ; 7,26 
(ddt, J10-9 = 8,5 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1Hz, 1H, H10) ; 7,23-7,16 (m, 2H, H8 et H8’) ; 5,75 (s, 
2H, H15). 
RMN 13C (75 MHz, DMSO) δ 168,4 (C16) ; 162,9 (C11) ; 158,3 (C5) ; 155,5 (C7) ; 154,7 (C12) ; 
144,5 (C13) ; 133,8 (C3) ; 130,3 (C9 et C9') ; 125,5 (C1) ; 124,5 (C10) ; 124,0 (C14) ; 119,6 (C8 et 
C8') ; 117,7 (C2) ; 117,6 (C4) ; 114,7 (C6) ; 50,8 (C15). 
Pf: 234-236 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3104 (OH) ; 1712 (C=O acide). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 364,1046 
Trouvée [MH+]: 364,1037 
 
Partie expérimentale 
228 
 
4. Famille des dérivés benzéniques substitués en positions 
1, 2 et 3 
Composé 99 : 2-chloro-3-bromobenzonitrile253 
A une solution de diisopropylamine (4,6 mL ; 32,8 mmol ; 1,2 éq.) dans le 
THF (100 mL) à -50°C et sous argon est ajouté le n-butyllithium (1,6 
M dans l’hexane; 20,5 mL ; 32,8 mmol ; 1,2 éq.) goutte à goutte. Le 
mélange est agité pendant 1h à -50 °C puis refroidi à -95 °C (bain 
éthanol/N2). A ce mélange est canulée une solution de 3-
bromobenzonitrile (5,02 g ; 27,6 mmol ; 1 éq.) dans le THF (70 mL) à -95 
°C. Immédiatement après cette addition, une solution 
d’hexachloroéthane (10,49 g ; 44,3 mmol ; 1,6 éq.) dans le THF (100 mL) 
à -95°C est canulée dans le milieu réactionnel. Le mélange est agité pendant 1h à -95°C puis 
est ramené lentement à t.a. et agité pendant une nuit. La réaction est arrêtée par ajout 
d’une solution aqueuse saturée de NH4Cl. La phase aqueuse est extraite avec de l’AcOEt (3 
fois). La phase organique est lavée avec une solution aqueuse de HCl (1M, 6 fois), de l’eau 
distillée (6 fois), une solution aqueuse de NaCl saturée (3 fois), séchée (MgSO4) puis 
concentrée sous vide. 
Le produit obtenu est purifié par chromatographie flash (EP/AcOEt : 100 à 98/2) pour 
obtenir 4,78 g d’un solide blanc. 
Rdt : 80%  
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : δ 7,86 (dd, J4-5 = 8,1 Hz, J4-6 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,65 (dd, J6-5 = 7,8 
Hz, J6-4 = 1,5 Hz, 1H, H6) ; 7,25 (t, J5-6 = J5-4  = 8,0 Hz, 1H, H5). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) : δ 137,9 (C4) ; 137,1 (C2) ; 132,9 (C6) ; 128,0 (C5) ; 124,1 (C3) ; 115,4  
(C1) ; 115,1 (C7). 
Pf : 62-64°C 
 
Composé 102 : 3-bromo-2-phénoxybenzonitrile 
Préparé selon la procédure générale A à partir de phénate de 
potassium (2,79 g ; 21,1 mmol ; 1,4 éq.) et du composé 99 (3,28 g ; 
15,2 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié par chromatographie flash (95/5 
EP/AcOEt) pour obtenir 0,523 g d’un solide blanc. 
Rdt : 80 %  
Partie expérimentale 
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RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,87 (dd, J4-5 = 8,1 Hz, J4-6 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,64 (dd, J6-4 = 7,8 
Hz, J6-5 = 1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,32 (m, 2H, H9 et H9’) ; 7,22 (t, J5-6 = J5-4 = 8,0 Hz, 1H, H5) ; 7,10 (m, 
1H, H10) ; 6,85 (m, 2H, H8 et H8’). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 156,9 (C2) ; 154,0 (C7) ; 138,7 (C4) ; 133,1 (C6) ; 129,8 (C9 et C9’) ; 
126,6 (C5) ; 123,3 (C10) ; 118,6 (C3) ; 115,7 (C8 et C8’) ; 114,5 (C11) ; 109,8 (C1). 
Pf: 53-55 °C 
Rf: 0,25 (90/10 EP/Et2O) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3060 (C-H aromatique) ; 2233 (CN) ; 1521 (C-O). 
SMHR (IC, CH4):  
 
Calculée [MH+]: 273,9868 
Trouvée [MH+]: 273,9855 
 
Composé 103 : 3-bromo-2-(4-méthoxyphénoxy)-benzonitrile 
Préparé selon la procédure générale A à partir du 
paraméthoxyphénate de potassium (4,77 g ; 29,4 mmol ; 1,4 éq.) 
et du composé 99  (4,01 g ; 18,5 mmol ; 1éq). 
Le produit obtenu est purifié par chromatographie flash (80/20 
EP/AcOEt) pour obtenir 4,28 g d’un solide beige. 
Rdt : 76 % 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,88 (dd, J4-5 = 8,1 Hz, J4-6 = 1,6 Hz, 1H, H4) ; 7,64 (dd, J6-5 = 7,8 
Hz, J6-4 = 1,6 Hz, 1H, H6) ; 7,19 (t, J5-6 = J5-4 = 7,9 Hz, 1H, H5) ; 6,87-6,78 (m, 4H, H8, H8’, H9 et 
H9’) ; 3,78 (s, 3H, H11). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 155,5 (C10) ; 154,6 (C2) ; 151,0 (C7) ; 138,6 (C4) ; 133,1 (C6) ; 126,2 
(C5) ; 118,4 (C3) ; 116,9 (C8 et C8’) ; 114,7 (C9 et C9’) ; 109,5 (C1) ; 55,5 (C11). 
Pf: 64-66 °C 
Rf: 0,33 (80/20 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3091-2946 (C-H aromatique) ; 2240 (CN) ; 1503 (C-O). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 303,9973 
Trouvée [MH+]: 303,9968 
Partie expérimentale 
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Composé 106 : Acide 3-bromo-2-phénoxybenzoique 
Préparé selon la procédure générale B à partir du composé 102 
(3,03 g ; 11,1 mmol ; 1 éq.) et d’hydroxyde de potassium (12,50 g ; 
0,22 mol ; 20 éq.). 
Le produit obtenu est un solide blanc (2,76 g). 
Rdt: 98 % 
 
 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,04 (dd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 = 1,7 Hz, 1H, H6) ; 7,87 (dd, J4-5 = 8,0 
Hz, J4-6 = 1,7 Hz, 1H, H4) ; 7,32-7,19 (m, 3H, H9, H9’ et H5) ; 7,03 (ddt, J10-9 = 8,4 Hz, J10-9’ = 7,4 
Hz, J10-8 = 1,1Hz, 1H, H10) ; 6,82-6,75 (m, 2H, H8 et H8’). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 169,0 (C11) ; 157,5 (C7) ; 151,7 (C2) ; 138,9 (C4) ; 131,9 (C6) ; 129,5 
(C9 et C9’) ; 126,3 (C5) ; 125,9 (C1) ; 122,3 (C10) ; 119,6 (C3) ; 115,3 (C8 et C8’). 
Pf: 158-160 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3415 (OH) ; 1644 (C=O) ; 1240 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 292,9813 
Trouvée [MH+]: 292,9802  
 
Composé 107 : Acide 3-bromo-2-(4-méthoxyphénoxy) benzoïque 
Préparé selon la procédure générale B à partir du composé 103 
(2,46 g ; 8,1 mmol ; 1 éq.) et d’hydroxyde de potassium (9,07 g ; 
0,16 mol ; 20 éq.). 
Le produit obtenu est un solide blanc (2,090 g). 
Rdt: 80 % 
 
 
Partie expérimentale 
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RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,02 (dd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 = 1,7 Hz, 1H, H6) ; 7,86 (dd, J4-5 = 8,0 
Hz, J4-6 = 1,7Hz, 1H, H4) ; 7,22 (t, J5-4 = J5-6 =7,9 Hz, 1H, H5) ; 6,83-6,76 (m, 2H, H8 et H8’) ; 6,76-
6,68 (m, 2H, H9 et H9’) ; 3,76 (s, 3H, H11). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 168,6 (C12) ; 154,8 (C10) ; 152,1 (C2) ; 151,6 (C7) ; 138,9 (C4) ; 
131,8 (C6) ; 126,2 (C5) ; 126,0 (C3) ; 119,5 (C1) ; 116,2 (C8 et C8') ; 114,6 (C9 et C9') ; 55,6 (C11). 
Pf: 149-151 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3084-3008 (CH aromatique) ; 2958-2837 (Csp3-H) ; 1673 (C=O) ; 1230 (Ar-O-
Ar) ; 1027 (C-Br). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 321,9841 
Trouvée [MH+]: 321,9841  
 
Composé 111 : 2-(2-(3-bromo-2-phénoxybenzoyl)hydrazinyl)-2-oxoacétate de méthyle  
Dans un ballon sec et sous argon sont ajoutés l’acide 
carboxylique 106 (0,677 g, 2,31 mmol, 1éq.), l’EDC.HCl 
(0,606 g ; 3,16 mmol ; 1,4 éq.), le CH2Cl2 sec (35 mL) et 
le 2-hydrazinyl-2-oxoacetate de méthyle (0,387 g ; 3,28 
mmol ; 1,4 éq.). Le mélange est agité pendant 20h à t. 
a. Une solution aqueuse de HCl (15 mL, 1M) est ensuite 
ajoutée et la phase aqueuse est extraite avec du CH2Cl2 
(6 fois). Les phases organiques sont rassemblées, lavées 
avec une solution aqueuse saturée de NaCl (3 fois), 
séchées (MgSO4) et concentrées sous vide. 
Le produit est purifié par chromatographie flash (99/1 CH2Cl2/MeOH) pour obtenir 0,508 g 
d’un solide blanc. 
Rdt: 56% 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 10,22 (d, JNH-NH =7,2 Hz, 1H, NH) ; 9,90 (d, JNH-NH = 7,3 ; 1H, NH) ; 
8,19 (dd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 = 1,7 Hz, 1H, H6) ; 7,82 (dd, J4-5 = 8,0 Hz, J4-6 = 1,7 Hz, 1H, H4) ; 7,36-
7,28 (m, 3H, H5 et H9 et H9') ; 7,10 (ddt, J10-9 = 8,4 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1Hz, 1H, H10) ; 
6,91-6,84 (m, 2H, H8 et H8') ; 3,93 (s, 3H, H14). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 159,0 (C11) ; 158,8 (C13) ; 155,8 (C7) ; 150,9 (C12) ; 149,3 (C2) ; 
138,4 (C4) ; 131,4 (C6) ; 130,0 (C9 et C9') ; 127,2 (C5) ; 126,3 (C1) ; 123,5 (C10) ; 118,7 (C3) ; 115,4 
(C8 et C8') ; 53,8 (C14). 
Pf: 172-175 °C 
Rf: 0,66 (95/5 CH2Cl2/MeOH) 
Partie expérimentale 
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Infrarouge: ν (cm-1) 3370-3317 (NH) ; 3076-3015 (CH aromatique) ; 1740-1650 (C=O). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 394,0086 
Trouvée [MH+]: 394,0008  
 
Composé 113 : 5-(3-bromo-2-phénoxyphényl)-1,3,4-oxadiazole-2-carboxylate de méthyle  
Préparé selon la procédure générale D (méthode A) à partir 
du composé 106 (3,363 g ; 11,5 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash 
(90/10 à 80/20 EP/AcOEt) pour donner 0,242 g d’un solide 
blanc. 
Rdt : 56% 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,20 (dd, J6-5 =7,9 Hz, J6-4 = 1,6 Hz 1H, H6) ; 7,91 (dd, J4-5 = 8,0 Hz, 
J4-5 =1,6 Hz, 1H, H4) ; 7,33 (t, J5-6 = J5-4 = 8,0 Hz, 1H, H5) ; 7,29-7,21 (m, 2H, H9, 9') ; 7,10 (tt, J10-9 
= J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = J10-8’ = 1,0 Hz, 1H, H10) ; 6,84-6,79 (m, 2H, H8,8') ; 4,00 (s, 3H, H14). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 163,6 (C11) ; 157,0 (C7) ; 156,6 (C12) ; 154,4 (C13) ; 150,2 (C2); 
138,2 (C4) ; 130,2 (C6) ; 129,6 (C9) ; 127,0 (C5) ; 122,7 (C10) ; 120,1 (C1 ou C3) ; 119,4 (C1 ou C3); 
115,2 (C8) ; 53,7 (C14).  
Pf: 173-175 °C 
Rf: 0,46 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3082-3018 (C-H aromatique) ; 1744 (C=O) ; 1247 (Ar-O-Ar) ; 1218 (O-CH3) ; 
1200 (C-O ester) ; 1076 (C-O oxadiazole) ; 1021 (C-Br). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 374,9980 
Trouvée [MH+]: 374,9971  
 
 
 
 
Partie expérimentale 
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Composé 114 : 5-(3-bromo-2-(4-méthoxyphénoxy)phényl)-1,3,4-oxadiazole-2-carboxylate 
de méthyle  
Préparé selon la procédure générale D (méthode A) à 
partir du composé 107 (0,084 mg ; 0,2 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (70/30 EP/AcOEt) pour donner 0,046 g d’un 
solide blanc. 
Rdt : 57 % 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : δ 8,19 (dd, J6-5 =7,9 Hz, J6-4 = 1,7 Hz 1H, H6) ; 7,82 (dd, J4-5 = 7,9 Hz, 
J4-5 = 1,6 Hz, 1H, H4) ; 7,31 (t, J5-6 = J5-4 = 8,0 Hz, 1H, H5) ; 6,975 (m, 4H, H8, H8’, H9 et H9’) ; 4,02 
(s, 3H, H15) ; 3,73 (s, 3H, H11). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 163,7 (C12) ; 156,6 (C7) ; 155,0 (C13); 154,4 (C14) ; 151,2 (C10) ; 
150,8 (C2) ; 138,6 (C4) ; 130,3 (C6) ; 126,8 (C5) ; 120,1 (C1 ou C3) ; 119,4 (C1 ou C3) ; 116,1 (C8 et 
C8’) ; 114,6 (C9 et C9’) ; 55,6 (C11) ; 53,7(C15).  
Pf: 137-139°C 
Rf: 0,34 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3084-3012 (C-H aromatique) ; 2833 (Csp3-H ether) ; 1746 (C=O) ; 1505 (C=N) ; 
1235 (Ar-O-Ar) ; 1216 (O-CH3) ; 1192 (C-O ester) ; 1077 (C-O oxadiazole) ; 1030 (C-Br). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 45,0086 
Trouvée [MH+]: 405,0091  
 
Composé 115 : 3-(3-Bromo-2-phénoxybenzamido)propanoate de méthyle  
Préparé selon la procédure générale E à partir du 
composé 106 (3,069 g ; 10,5 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash 
(80/20 à 70/30 EP/AcOEt) pour donner 2,58 g d'un 
liquide visqueux incolore. 
Rdt : 65 %. 
 
Partie expérimentale 
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RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,08 (dd, J6-5 = 7,8 Hz, J6-4 = 1,7 Hz, 1H, H6) ; 7,76 (dd, J4-5 = 7,9 
Hz, J4-6 = 1,7 Hz, 1H, H4) ; 7,67 (t, JNH-12 = 5,4 Hz, 1H, NH) ; 7,31-7,21 (m, 3H, H9, H9' et H5) ; 
7,07 (ddt, J10-9 = 8,4 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,1 Hz, 1H, H10) ; 6,82 (dd, J8-9 = 7,7 Hz, J8-10 = 1,1 
Hz, 2H, H8 et H8') ; 3,62 (s, 3H, H15) ; 3,60 (q, J12-13 = 6,0 Hz, 2H, H12) ; 2,39 (t, J13-12 = 5,9 Hz, 2H, 
H13). 
RMN 13C (75 MHZ, CDCl3): δ 172,5 (C14) ; 163,7 (C11) ; 156,4 (C7) ; 148,8 (C2) ; 136,8 (C4) ; 
130,96 (C6) ; 130,0 (C1) ; 129,7 (C9, C9') ; 126,9 (C5) ; 122,9 (C10) ; 118,3 (C3) ; 115,2 (C8, C8') ; 
51,6 (C15) ; 35,0 (C12) et 33,4 (C13).  
Rf: 0,42 (EP/AcOEt 70/30) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3423-3316 (NH) ; 2951 (Csp3-H) ; 1733 (C=O ester) ; 1660 (C=O amide) ; 1590-
1434 (C=C aromatique) ; 1366-1234 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 378,034  
Trouvée [MH+]: 378,033  
 
Composé 116 : 3-(3-Bromo-2-(4-méthoxyphénoxy)benzamido)propanoate de méthyle  
Préparé selon la procédure générale E à partir du 
composé 107 (2,110 g ; 6,5 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (70/30 à 60/40 EP/AcOEt) pour donner 1,533 
g d'un liquide visqueux jaune. 
Rdt : 58 %. 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,06 (dd ; J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 =1,7 Hz, 1H, H6) ; 7,72 (dd, J4-5 = 
7,9Hz, J4-6 = 1,7 Hz, 1H, H4) ; 7,72 (app s, 1H, NH) ; 7,22 (t, J5-4 = J5-6 = 7,9 Hz, 1H, H5) ; 6,84-
6,68 (m, 4H, H8, H8', H9 et H9') ; 3,75 (s, 3H, H11) ; 3,60 (s, 3H, H16) ; 3,58 (q, J14-13 = 6,0 Hz, 2H, 
H14) ; 2,41 (t, J13-14 = 6,0 Hz, 2H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 172,6 (C15) ; 163,9 (C12) ; 155,2 (C10) ; 150,5 (C7) ;  149,4 (C2) ; 
137,0 (C4) ; 131,0 (C6) ; 130,0 (C1) ; 126,7 (C5) ; 118,4 (C3) ; 116,2 (C8 et C8') ; 114,7 (C9 et C9') ; 
55,6 (C11) ; 51,7 (C16) ; 35,1 (C14) et 33,6 (C13). 
Rf: 0,21 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1): 3419 -3314 (NH) ; 3086-2835 (Csp3-H) ; 1735 (C=O ester) ; 1660 (C=O 
amide) ; 1230 et 1188 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 408,0447 
Trouvée [MH+]: 408,0444 
Partie expérimentale 
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Composé 117 : 2-(2-phénoxy-3-((triisopropylsilyl)éthynyl)phényl)-1,3,4-oxadiazole          
Préparé selon la méthode générale F à partir du composé 
113 (0,466 g ; 1,2 mmol ; 1éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash 
(95/5 à 85/15 EP/AcOEt) pour donner 0,375 g d'un solide 
jaune. 
Rdt : 72%. 
 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,36 (s, 1H, H12) ; 8,15 (dd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 = 1,7 Hz, 1H, H6) ; 
7,75 (dd, J4-5 = 7,7 Hz, J4-6 =1,7 Hz, 1H, H4) ; 7,36 (t, J5-6 = J5-4= 7,8 Hz, 1H, H5) ; 7,25-7,17 (m, 
2H, H9 et H9’) ; 6,95 (ddt, J10-9 = 8,3 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,0 Hz, 1H, H10) ; 6,81-6,76 (m, 2H, 
H8 et H8’) ; 0,94 (app s, 21H, H15 et H16). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 162,5 (C11) ; 157,9 (C7) ; 153,3 (C12) ; 153,1 (C2) ; 137,9 (C4) ; 
130,5 (C6) ; 129,4 (C9 et C9') ; 125,5 (C5) ; 122,0 (C10) ; 120,7 (C3) ; 118,9 (C1) ; 115,2 (C8 et C8') ; 
100,4 (C13) ; 99,1 (C14) ; 18,4 (6C16) ; 11,0 (3C15). 
Pf: 65-67 °C 
Rf: 0,54 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3091-3039 (C-H aromatique) ; 2943-2864 (Csp3-H) ; 2186 (CC) ; 1592 (C=N) ; 
11238 (Ar-O-Ar) ; 1085 (C-O oxadiazole). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 419,2155 
Trouvée [MH+]: 419,2144  
 
Composé 118 : 3-(3-triisopropropylsilylacétylènyl-2-phénoxybenzoamido)propanoate de 
méthyle 
Préparé selon la méthode générale F à partir du 
composé 115 (1,758 g ; 4,7 mmol ; 1éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (80/20 EP/AcOEt) pour donner 1,882 g d'un 
liquide visqueux jaune clair. 
Partie expérimentale 
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Rdt : 84 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ  8,10 (dd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 = 1,7 Hz, 1H, H6) ; 7,78 (t, JNH-12 = 5,7 
Hz, 1H, NH) ; 7,65 (dd, J4-5 = 7,6 Hz, J4-6 = 1,8 Hz, 1H, H4) ; 7,30 (t, J5-4  = J5-6 = 7,7 Hz, 1H, H5); 
7,26-7,18 (m, 2H, H9, 9') ; 6,98 (ddt, J10-9 = 8,4 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,0 Hz, 1H, H10) ; 6,81-
6,76 (m, 2H, H8,8') ; 3,60 (q, J12-NH = J12-13 = 6,0 Hz, 2H, H12) ; 3,58 (s, 3H, H15) ; 2,42 (t, J13-12 = 
6,0 Hz, 2H, H13) ; 0,93 (m, 21H, H18 et H19). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 172,5 (C14) ; 164,2 (C11) ; 157,1 (C7) ; 152,7 (C2) ; 137,6 (C4) ; 
132,0 (C6) ; 129,5 (C9) ; 128,1 (C1) ; 125,5 (C5) ; 122,6 (C10) ; 119,4 (C3) ; 115,4 (C8) ; 100,9 
(C16) ; 98,1 (C17) ; 51,7 (C15) ; 35,1 (C12) ; 33,7 (C13) ; 18,4 (C19) ; 11,0 (C18).  
Rf: 0,35 (80/20 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3427-3317 (NH) ; 2156 (CC) ;  1738 (C=O ester) ; 1666 (C=O amide), 1557-
1433 (C=C aromatique) ; 1200 et 1223 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 480,2570 
Trouvée [MH+]: 480,2556  
 
Composé 119 : 3-(3-triisopropropylsilylacétylènyl-2-(4-méthoxyphénoxy)benzoamido) 
propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale F à partir du 
composé 116 (1,383 g ; 3,4 mmol ; 1éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie flash 
(95/5 à 85/15 EP/AcOEt) pour donner 1,473 g d'un 
liquide visqueux incolore. 
Rdt : 85 % 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,11 (dd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 = 1,8 Hz, 1H, H6) ; 7,87 (t, JNH-13 = 5,8 
Hz, 1H, NH) ; 7,63 (dd, J4-5 = 7,9 Hz, J4-6 = 1,7 Hz, 1H, H4) ; 7,27 (t, J5-6 = J5-4= 7,8 Hz, 1H, H5) ; 
6,79-6,69 (m, 4H, H8, H8’, H9 et H9’) ; 3,73 (s, 3H, H11) ; 3,61 (q, J13-14 = J13-NH = 6,0 Hz, 2H, H13) ; 
3,58 (s, 3H, H16) ; 2,45 (t, J14-13 = 5,9 Hz, 2H, H14) ; 0,94 (app s, 21H, H19 et H20). 
RMN 13C (75 MHZ, CDCl3): δ (ppm) 172,5 (C15) ; 164,2 (C12) ; 155,1 (C10) ; 153,3 (C2) ; 151,3 
(C7) ; 137,8 (C4) ; 132,0 (C6) ; 127,9 (C1) ; 125,2 (C5) ; 119,3 (C3) ; 116,2 (C8, C8') ; 114,6 (C9, C9') ; 
101,1 (C17) ; 98,1 (C18) ; 55,7 (C11) ; 51,6 (C16) ; 35,1 (C13) ; 33,7 (C14) ; 18,4 (6C20) et 11,1 
(3C19).  
Rf: 0,56 (50/50 EP/AcOEt) 
Partie expérimentale 
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Infrarouge: ν (cm-1) 3423 (NH) ; 2154 (CC) ;  1738 (C=O ester) ; 1664 (C=O amide) ; C=C aromatique
 
(1523 – 1432) ; Ar-O-Ar (1220 et 1196). 
SMHR (IC, CH4):  
Calculée [MH+]: 510,2676  
Trouvée [MH+]: 510,2676  
 
Composé 120 : 2-(3-éthynyl-2-phénoxyphényl)-1,3,4-oxadiazole 
Préparé selon la méthode générale H à partir du composé 117 
(0,270 g ; 0,6 mmol ; 1éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie flash (85/15 à 75/25 
EP/AcOEt) pour donner 0,144 g d'un solide jaune foncé. 
Rdt : 86 %. 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,36 (s, 1H, H12) 8,17 (dd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 =1,7 Hz, 1H, H6) ; 7,76 
(dd, J4-5 = 7,7 Hz; J4-6 = 1,7 Hz, 1H, H4) ; 7,38 (t, J5-4  = J5-6 = 7,8 Hz, 1H, H5) 7,30-7,21 (m, 2H, H9 
et H9') ; 7,00 (ddt, J10-9 = 8,2 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,0 Hz, 1H, H10) ; 6,85-6,80 (m, 2H, H8 et H 
8') ; 3,13 (s, 1H, H14). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 162,3 (C11) ; 158,1 (C7) ; 154,0 (C2) ; 153,2 (C12) ; 137,9 (C4) ; 
131,2 (C6) ; 129,5 (C9, C9') ; 125,6 (C5) ; 122,3 (C10) ; 119,3 (C1) ; 119,0 (C3) ; 115,6 (C8) ; 84,2 
(C13) ; 77,8 (C14). 
Pf: 91-93 °C 
Rf: 0,34 (60/40 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3272 (C-H alcyne) ; 3152-3013 (C-H aromatique) ; 1542 (C=N) ; 1239 (Ar-0Ar) ; 
1090 (C-O oxadiazole). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 263,0821  
Trouvée [MH+]: 263,0829  
 
 
 
 
 
 
Partie expérimentale 
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Composé 121 : 3-(3-Ethynyl-2-phénoxybenzamido)propanoate de méthyle  
Préparé selon la méthode générale H à partir du 
composé 118 (0,186 g ; 0,4 mmol ; 1éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie flash (85/15 à 
75/25 EP/AcOEt) pour donner 0,097 g d'un solide blanc. 
Rdt : 75 % 
 
 
RMN 1H (300 MHZ, CDCl3): δ 8,10 (dd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 = 1,8 Hz, 1H, H6) ; 7,76 (t, JNH-12 = 5,4 
Hz, 1H, NH) ; 7,61 (dd, J4-5 = 7,6 Hz, J4-6 = 1,8 Hz, 1H, H4) ; 7,27 (t, J5-6 = J5-4 =7,8 Hz; 1H, H5) ; 
7,30-7,23 (m, 2H, H9 et H9') ; 7,04 (ddt, J10-9 = 8,4 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,0 Hz, 1H, H10) ; 
6,85-6,80 (m, 2H, H8 et H8') ; 3,61 (q, J12-13 = 7,1 Hz, 2H, H12) ; 3,57 (s, 3H, H15); 3,04 (s, 1H, H17) 
; 2,39 (t, J13-12 = 6,1 Hz, 2H, H13). 
RMN 13C (75 MHZ, CDCl3): δ 172,4 (C14) ; 163,9 (C11) ; 157,2 (C7) ; 153,3 (C2) ; 137,3 (C4) ; 
132,3 (C6) ; 129,5 (C9, C9') ; 128,2 (C1) ; 125,4 (C5) ; 122,7 (C10) ; 117,8 (C3) ; 115,6 (C8, C8') ; 
83,47 (C17) ; 78,0 (C16) ; 51,5 (C15) ; 35,0 (C12) et 33,5 (C13). 
Pf: 92-94 °C 
Rf: 0,29 (EP/AcOEt 80/20) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3428-3384 (NH) ; 3242 (C-H alcyne) ; 1714 (C=O ester) ; 1672 (C=O amide) ; 
1246 et 1199 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 324,1236 
Trouvée [MH+]: 324,1248  
 
Composé 122 : 3-(3-Ethynyl-2-(4-méthoxyphénoxybenzamido)propanoate de méthyle  
Préparé selon la méthode générale H à partir du composé 
119 (0,464 g ; 0,9 mmol ; 1éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie flash (95/5 à 
70/30 EP/AcOEt) pour donner 0,226 g d'un liquide visqueux 
orange. 
Rdt : 70 %. 
Partie expérimentale 
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RMN 1H (300 MHZ, CDCl3): δ 8,13 (dd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-4 = 1,8 Hz, 1H, H6) ; 7,84 (t, JNH-13 = 5,4 
Hz, 1H, NH) ; 7,63 (dd, J4-5 = 7,6 Hz, J4-6 = 1,8 Hz, 1H, H4) ; 7,28 (t, J5-6 = J5-4 = 7,8 Hz, 1H, H5); 
6,77 (m, 4H, H8,8' et H9,9' ) ; 3,75 (s, 1H, H11) ; 3,60 (q, J13-14 = J13-NH = 6,0 Hz, 2H, H13) ; 3,57 (s, 
3H, H16); 3,09 (s, 1H, H18) ; 2,45 (t, J14-13 = 6,0 Hz, 2H, H14).  
RMN 13C (75 MHZ, CDCl3): 172,5 (C15) ; 164,1 (C12) ; 155,1 (C10) ; 154,1 (C7) ; 151,4 (C2) ; 137,5 
(C4) ; 132,4 (C6) ; 128,1 (C1) ; 125,3 (C5) ; 117,8 (C3) ; 116,7 (C8, C8') ; 114,5 (C9, C9') ; 83,5 (C18) ; 
78,3 (C17) ; 55,6 (C11) ; 51,6 (C16) ; 35,1 (C13) et 33,7 (C14). 
Rf: 0,35 (50/50 EP/AcOEt) 
 Infrarouge: ν (cm-1) 3417 (NH) ; 3284 (C-H alcyne) ; 1732 (C=O ester), 1655 (C=O amide), 1524 -
1433 (C=C aromatique) ; 1220 et 1191 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 354,1341 
Trouvée [MH+]: 354,1345  
 
Composé 123 : 2-(4-(3-(1,3,4-oxadiazol-2-yl)-2-phénoxyphényl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)acétate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 120 (0,042 g ; 0,2 mmol ; 1éq.) et du 2-
azidoacétate méthyle (0,08 mL ; 0,8 mmol ; 4 éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie flash (50/50 
EP/AcOEt) pour donner 0,168 g d'un solide blanc. 
Rdt : 62%. 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,66 (dd, J4-5 = 7,9 Hz, J4-6 =1,7 Hz, 1H, H4) ; 8,32 (s, 1H, H12) ; 
8,11 (dd, J6-5 = 7,8 Hz, J6-4 = 1,7 Hz, 1H, H6) ; 7,96 (s, 1H, H14) ; 7,56 (t, J5-6 = J5-4= 7,8 Hz, 1H, 
H5) ; 7,21-7,12 (m, 2H, H9 et H9’) ; 6,92 (ddt, J10-9 = 8,3 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,0 Hz, 1H, H10) ; 
6,80-6,74 (m, 2H, H8 et H8’) ; 5,11 (s, 2H, H15) ; 3,71 (s, 3H, H17). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 166,3 (C16) ; 162,3 (C12), 156,9 (C7) ; 152,8 (C11) ; 148,6 (C2) ; 
141,8 (C13) ; 132,4 (C4) ; 130,6 (C6) ; 129,8 (C9 et C9') ; 126,9 (C3) ; 126,4 (C5) ; 125,0 (C14) ; 
122,5 (C10) ; 118,7 (C1) ; 114,8 (C8 et C8') ; 53,0 (C17) ; 50,8 (C15). 
Pf: 162-164 °C 
Rf: 0,12 (60/40 EP/AcOEt) 
Partie expérimentale 
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Infrarouge: ν (cm-1) 1757 (C=O ester) ; 1228 (Ar-O-Ar) ; 1083 (C-O oxadiazole). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 378,1202 
Trouvée [MH+]: 378,1205  
 
Composé 38: 3-(3-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-2-phénoxy benzamido) 
propanoate de méthyle  
Préparé selon la méthode générale I à partir 
du composé 121 (0,203 g ; 0,6 mmol ; 1éq.) et 
du 2-azidoacétate méthyle (0,15 mL ; 1,5 
mmol ; 2 éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie 
flash (50/50 à 40/60 EP/AcOEt) pour donner 
0,196 g d'un liquide visqueux incolore. 
Rdt : 71% 
RMN 1H (300 MHZ, CDCl3): δ 8,51 (dd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-6 = 1,8 Hz, 1H, H4) ; 7,98 (dd, J6-5 = 7,7 
Hz, J6-4 = 1,7 Hz, 1H, H6) ; 7,88 (s, 1H, H17) ; 7,44 (t, J5-6  = J5-4 = 7,7 Hz, 1H, H5) ; 7,39 (t, JNH-12 = 
5,8 Hz, 1H, NH) ; 7,21 (m, 2H, H9 et H9') ; 6,98 (ddt, J10-9 = 8,4 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 1,0 Hz, 
1H, H10) ; 6,74 (m, 2H, H8 et H8') ; 5,08 (s, 2H, H18) ; 3,72 (s, 3H, H20) ; 3,65 (s, 3H, H15) ; 3,50 (q, 
J12-13 = J12-NH = 6,0 Hz, 2H, H12) ; 2,31 (t, J13-12 = 6,0 Hz, 2H, H13). 
RMN 13C (75 MHZ, CDCl3): 172,9 (C14) ; 166,4 (C19) ; 164,8 (C11) ; 156,5 (C7) ; 147,7 (C2) ; 142,1 
(C16) ; 131,6 (C4) ; 131,3 (C6) ; 129,9 (C9 et C9') ; 129,2 (C1) ; 126,4 (C5) ; 125,6 (C3) ; 124,6 (C17) ; 
122,8 (C10) ; 114,8 (C8 et C8') ; 52,9 (C20) ; 51,7 (C15) ; 50,7 (C18) ; 34,8 (C12) ; 33,4 (C13). 
Rf: 0,34 (EP/AcOEt 50/50) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3427–3384 (N-H) ; 1713 (C=O ester) ; 1658 (C=O amide) ; 1230 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 439,1618 
Trouvée [MH+]: 439,1602  
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Composé 40 : 3-(3-(1-(2-hydroxyéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-2-phénoxybenzamido) 
propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir 
du composé 121 (0,202 g ; 0,6 mmol ; 1éq.) et 
du 2-azidoéthan-1-ol (0,110 g ; 1,2 mmol ; 
2éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie 
flash (50/50 à 30/70 EP/AcOEt) pour donner 
0,189 g d'un liquide visqueux incolore. 
Rdt : 74 % 
RMN 1H (300 MHZ, CDCl3): δ 8,47 (dd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-6 = 1,8 Hz, 1H, H4) ; 7,98 (dd, J6-5 = 7,7 
Hz, J6-4 = 1,8 Hz, 1H, H6) ; 7,86 (s, 1H, H17) ; 7,45 (t, J5-6 = J5-4= 7,7 Hz, 1H, H5) ; 7,48 (t, JNH-12 = 
5,8 Hz; 1H ; NH) ; 7,26-7,15 (m, 2H, H9 et H9') ; 6,98 (ddt, J10-9 = 8,3 Hz, J10-9’ = 7,4 Hz, J10-8 = 0,9 
Hz, 1H, H10) ; 6,77-6,72 (m, 2H, H8 et H8') ; 4,37 (t, J18-19 = 4,9 Hz, 2H, H18) ; 3,95 (t, J19-18 = 4,9 
Hz, 2H, H19) ; 3,66 (s, 3H, H15) ; 3,49 (q, J12-13 = 6,0 Hz, 2H, H12) ; 2,29 (t, J13-12 = 6,0 Hz, 2H, H13).  
RMN 13C (75 MHZ, CDCl3): δ 173,0 (C14) ; 164,8 (C11) ; 156,5 (C7) ; 147,5 (C2) ;  141,4 (C16) ; 
131,4 (C4) ; 131,1 (C6) ; 129,9 (C9 et C9') ; 129,1 (C1) ; 126,4 (C5) ; 125,6 (C3) ; 124,6 (C17) ; 122,7 
(C10) ; 114,7 (C8 et C8') ; 61,1 (C19) ; 52,6 (C18) ; 51,7 (C15) ; 34,9 (C12) ; 33,4 (C13). 
Rf: 0,11 (30/70 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3370 (O-H) ; 1733 (C=O ester) ; 1646 (C=O amide) ; 1229-1166 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 411,1668 
Trouvée [MH+]: 411,1683  
 
Composé 41 : 3-(3-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-2-(4-méthoxy phénoxy) 
benzamido)propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir du 
composé 122 (0,154 g ; 0,4 mmol ; 1éq.) et du 2-
azidoacetate méthyle (0,1 mL ; 0,9 mmol ; 2 
éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie flash 
(50/50 à 40/60 EP/AcOEt) pour donner 0,122 g 
d'un solide blanc. 
Rdt : 60 % 
Partie expérimentale 
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RMN 1H (300 MHZ, CDCl3): δ 8,49 (dd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-6 = 1,8 Hz, 1H, H4) ; 7,97 (dd, J6-5 = 7,7 
Hz, J6-4 = 1,8 Hz, 1H, H6) ; 7,89 (s, 1H, H18) ; 7,45 (t, J5-6 = J5-4 = 7,8 Hz, 1H, H5) ; 7,44 (t, JNH-13 = 
6,5 Hz, 1H, NH) ; 7,21 (m, 4H, H8, H8',H9 et H9') ; 5,10 (s, 2H, H19) ; 3,73 (s, 3H, H21) ; 3,70 (s, 
3H, H11) ; 3,67 (s, 3H, H16) ; 3,54 (q, J13-14 = J13-NH = 6,0 Hz, 2H, H13) ; 2,36 (t, J14-13 = 6,0 Hz, 2H, 
H14). 
RMN 13C (75 MHZ, CDCl3): δ 173,0 (C15) ; 166,4 (C20) ; 164,9 (C12) ; 155,0 (C10) ; 150,6 (C7) ; 
148,3 (C2) ; 142,3 (C17) ; 131,7 (C4) ; 131,4 (C6) ; 129,2 (C1 ou C3) ; 126,3 (C5) ; 125,7 (C1 ou C3) ; 
124,7 (C18) ; 115,6 (C8 et C8') ; 114,9 (C9 et C9') ; 55,6 (C11) ; 53,0 (C21) ; 51,7 (C16) ; 50,7 (C19) ; 
34,9 (C13) ; 33,6 (C14).  
Pf: 126-128 °C 
Rf: 0,23 (30/70 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 3436 (N-H) ; 1756 (C=O ester) ; 1733 (C=O ester) ; 1657 (C=O amide) ; 1233-
1190 (Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 469,1723 
Trouvée [MH+]: 469,1720  
 
Composé 42 : 3-(3-(1-(2-tert-butoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-2-(4-méthoxy 
phénoxy)benzamido)propanoate de méthyle 
Préparé selon la méthode générale I à partir 
du composé 122 (0,139 g ; 0,4 mmol ; 1éq.) 
et du 2-azidoacetate de tert-butyle (0,130 g ; 
0,8 mmol ; 2 éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie 
flash (60/50 à 40/60 EP/AcOEt) pour donner 
un solide blanc. 
Rdt : 83 % 
 
RMN 1H (300 MHZ, CDCl3): δ 8,49 (dd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-6 = 1,8 Hz, 1H, H4) ; 7,96 (dd, J6-5 = 7,7 
Hz, J6-4 = 1,8 Hz, 1H, H6) ; 7,87 (s, 1H, H18) ; 7,45 (t, J5-6 = J5-4 = 7,8 Hz, 1H, H5) ; 7,43 (s, 1H, 
NH) ; 7,76-6,66 (m, 4H, H8, H8’, H9 et H9’) ; 4,98 (s, 2H, H19) ;  3,70 (s, 3H, H11) ; 3,68 (s, 3H, 
H16) ; 3,54 (q, J13-14 = J13-NH = 6,0 Hz, 2H, H13) ; 2,37 (t, J14-13 = 6,0 Hz, 2H, H14) ; 1,41 (s, 9H, H22). 
RMN 13C (75 MHZ, CDCl3): δ 173,0 (C15) ; 165,0 (C20) ; 164,9 (C12) ; 155,0 (C10) ; 150,6 (C7) ; 
148,3 (C2) ; 142,1 (C17) ; 131,7 (C4) ; 131,3 (C6) ; 129,2 (C1 ou C3) ; 126,2 (C5) ; 125,8 (C1 ou C3) ; 
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124,6 (C18) ; 115,7 (C8 et C8’) ; 115,0 (C9 et C9’) ; 83,8 (C21) ; 55,5 (C11) ; 51,7 (C16) ; 51,6 (C19) ; 
34,9 (C13) ; 33,6 (C14) ; 27,8 (C22). 
Pf: 39-41 °C 
Rf: 0,36 (40/60 EP/AcOEt) 
Infrarouge: ν (cm-1) 1737 (C=O ester) ; 1652 (C=O amide) ; 1227(Ar-O-Ar). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 511,2193 
Trouvée [MH+]: 511,2198 
5. Composes analogues de AZ3976 
Composé 124 : 3-((triisopropylsilyl)éthynyl)benzonitrile 
Préparé selon la méthode générale F à partir du 3-
bromobenzonitrile (1,960 g ; 10,7 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie sur gel de 
silice (100 à 95/5 EP/AcOEt) pour obtenir 3,053 g d'un liquide 
visqueux jaune clair. 
Rdt : 91 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,74 (td, J2-4  = J2-6  = 1,6 Hz, J2-5 = 
0,6 Hz, 1H, H2) ; 7,67 (ddd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = 1,6 Hz, J4-6 = 1,3 Hz, 1H, H4) ; 7,58 (ddd, J6-5 = 7,8 
Hz, J6-2 = 1,6 Hz, J6-4 = 1,3 Hz, 1H, H6) ; 7,42 (td, J5-4 = J5-6  = 7,8 Hz, J5-2 = 0,6 Hz, 1H, H5) ; 1,13 
(app s, 21H, H10 et H11). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 136,0 (C4) ; 135,3 (C2) ; 131,4 (C6) ; 129,1 (C5) ; 125,0 (C1 ou C3) ; 
118,0 (C7) ; 112,7 (C1 ou C3) ; 104,3 (C9) ; 94,1 (C8) ; 18,6 (6C11) ; 11,2 (3C10). 
Infrarouge: ν (cm-1) 2943-2866 (C-H aromatique) ; 2234 (CN) ; 2152 (CC) ; 1596 – 1463 (C=C 
aromatique). 
Rf: 0,64 (90/10 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 284,1835 
Trouvée [MH+]: 284,1837 
 
Composé 125 : N'-hydroxy-3-((triisopropylsilyl)éthynyl)benzimidamide 
 Préparé selon la méthode générale C à partir du composé 
124 (1,099 g ; 4,7 mmol ; 1 éq.). 
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Le produit obtenu est un liquide incolore qui n’est pas purifié et utilisé directement dans la 
réaction suivante.  
Rdt : 88  % (Pur à 90 % en RMN) 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 9,74 (s, 1H, OH) ; 7,76-7,65 (m, 2H, H2 et H6) ; 7,73 (dt, J4-5 = 7,7 
Hz, J4-2 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,69 (app t, J5-4 = J5-6 = 7,7 Hz, 1H, H5) ; 5,90 (s, 2H, NH2).  
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 150,0 (C7) ; 133,8 (C1) ; 131,9 (C4) ; 128,6 (C2) ; 128,5 (C5) ; 125,9 
(C6) ; 122,2 (C3) ; 107,0 (C8) ; 90,0 (C9) ; 18,5 (C11) ;  10,7 (C10). 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 317,2049 
Trouvée [MH+]: 317,2043 
 
Composé 126 : N'-hydroxybenzimidamide 
Préparé selon la méthode générale C à partir du benzonitrile (2,00 
ml ; 19,4 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est un solide blanc (2,043 g) 
Rdt : 77% 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 9,68 (s, 1H, OH) ; 7,75-7,65 (m, 2H, H6 
et H2) ; 7,42-7,33 (m, 3H, H3, H4 et H5) ; 5,82 (s, 2H, NH2).  
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 150,9 (C7) ; 133,4 (C1) ; 128,9 (C4) ; 128,2 (C3 et C5) ; 125,4 (C2 et 
C6). 
Infrarouge: ν (cm-1) 3450 (N-H) ; 3358 (N-H) ; 3210 (OH) ; 1646 (C=N) ; 1588-1449 (C=C 
aromatique). 
Pf: 65-67 °C 
Rf: 0,52 (95/5 CH2Cl2/MeOH) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 137,0715 
Trouvée [MH+]: 137,0720 
 
Composé 127 : 3-fluoro-N'-hydroxybenzimidamide 
Préparé selon la méthode générale C à partir du 3-fluorobenzonitrile 
(0,5 ml ; 4,71 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est un solide blanc (0,613 g). 
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Rdt : 84 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 9,79 (s, 1H, OH) ; 7,54 (dt, J6-5  = 7,9 Hz, J6-4 = J6-2 = 1,2 Hz, 1H, 
H6) ; 7,50-7,43 (m, 1H, H2) ; 7,60 (td, J5-4 = J5-6  = 7,9 Hz, J5-F = 6,2 Hz, 1H, H5) ; 7,25-7,15 (m, 
1H, H4) ; 5,89 (s, 2H, NH2).  
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 162,0 (d, J3-F = 242, 3 Hz, C3) ; 149,8 (d, J7-F = 2,8 Hz, C7) ; 135,8 
(d, J1-F = 8,1 Hz, C1) ; 130,1 (d, J5-F = 8,4 Hz, C5) ; 121,4 (d, J6-F = 2,7 Hz, C6) ; 115,6 (d, J6-F = 21,1 
Hz, C4) ; 112,1 (d, J6-F = 23,2 Hz, C2). 
RMN 19F (282 MHz, DMSO): δ -113,3 
Pf: 74-76 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3456 (N-H) ; 3364 (N-H) ; 3286 (OH) ; 1615 (C=N) ; 1586-1449 (C=C 
aromatique). 
Rf: 0,18 (70/30 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 155,0621 
Trouvée [MH+]: 155,0611 
 
Composé 128 : N'-hydroxy-3-(trifluorométhoxy)benzimidamide 
Préparé selon la méthode générale C à partir du 3-
(trifluorométhoxy)benzonitrile (0,610 g ; 3,26 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est un solide blanc (0,437 g). 
Rdt : 61 % 
 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 9,85 (s, 1H, OH) ; 7,54 (ddd, J6-5  = 7,8 Hz, J6-4 = 1,5 Hz, J6-2 = 1,0 
Hz, 1H, H6) ; 7,65-7,61 (m, 1H, H2) ; 7,51 (t, J5-4 = J5-6  = 7,9 Hz, 1H, H5) ; 7,39-7,33 (m, 1H, H4) ; 
5,96 (s, 2H, NH2).  
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 149,54 (s, C7) ; 148,3 (q, J3-F = 1,8 Hz, C3) ; 135,6 (s, C1) ; 130,2 (s, 
C6) ; 124,3 (s, C5) ; 121,3 (s, C4) ; 120,1 (q, J8-F = 256,3 Hz, C8) ; 1117,7 (s, C2). 
RMN 19F (282 MHz, DMSO): δ -56,8 
Pf: 50-52 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3450 (N-H) ; 3358 (N-H) ; 3247 (OH) ;  1650 (C=N). 
Rf: 0,59 (95/5 CH2Cl2/MeOH) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 221,0538 
Trouvée [MH+]: 221,0535 
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Composé 129 : 3-iodoo-N'-hydroxybenzimidamide 
Préparé selon la méthode générale C à partir du 3-iodobenzonitrile 
(0,401 g ; 1,75 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est un solide blanc (0,469 g). 
Rdt : 95 % 
 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 9,75 (s, 1H, OH) ; 8,02 (t, J2-4 = J2-6 = 1,6 Hz, 1H, H2) ; 7,73 (ddd, 
J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = 1,8 Hz, J4-6 = 1,0 Hz, 1H, H4) ; 7,69 (ddd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-2 = 1,7 Hz, J6-4 = 1,1 
Hz, 1H, H6) ; 7,18 (t, J5-4 = J5-6 = 7,9 Hz, 1H, H5) ;  5,87 (s, 2H, NH2).  
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 149,5 (C7) ; 137,4 (C4) ; 135,5 (C1) ; 133,8 (C2) ; 130,3 (C5) ; 124,7 
(C6) ; 94,5 (C3). 
Pf: 105-107 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3449 (N-H) ; 3315 (N-H) ; 2924-2853 (C-H aromatique) ; 1642 (C=N). 
Rf: 0,42 (95/5 CH2Cl2/MeOH) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 262,9681 
Trouvée [MH+]: 262,9679 
 
Composé 130 : 5-fluoro-N'-hydroxypicolinimidamide257 
Dans un ballon, sont additionnés, la soude (0,323 g ; 8,2 mmol ; 1,7 
éq.), l’eau (4 mL), l’éthanol (4 mL) puis le chlorhydrate 
d’hydroxylamine (0,574 g ; 8,2 mmol ; 1,7 éq.).  Le mélange est agité ~ 
15 min à t. a. et le 5-fluoropicolinonitrile (0,599g,  4,9 mmol, 1 éq.) est 
ajouté. La réaction est chauffée à 80 °C pendant 3 h, puis refroidit à t. 
a. L’éthanol est évaporé, et le mélange restant filtré. Le solide obtenu 
est lavé avec un mélange eau/méthanol (1/1, 20 mL) puis avec de l’eau 
(2x20mL). Le solide est séché, pour obtenir une poudre blanche (0,583 g).  
Rdt : 77 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 9,94 (s, 1H, OH) ; 8,57-8,52 (m, 1H, H2) ; 7,92 (ddd, J5-4 = 8,9 Hz, 
J5-F  = 4,7 Hz, J5-2 = 0,5 Hz, 1H, H5) ; 7,73 (td, J4-5 = J4-F  = 8,8 Hz, J4-2 = 2,9 Hz, 1H, H4) ; 5,84 (s, 
2H, NH2’)  
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RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 159,4 (d, J3-F = 254,4 Hz, C3) ; 148,9 (s, C6) ; 146,7 (d, J1-F = 3,5 
Hz, C1) ; 136,0 (d, J2-F = 24,4 Hz, C2) ; 124,0 (d, J4-F = 19,1 Hz, C4) ; 121,1 (d, J5-F = 5,0 Hz, C5). 
RMN 19F (282 MHz, DMSO): δ -110 
Pf: 190-192 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3456 (N-H) ; 3351 (N-H) ; 3301 (OH) ; 1669 (C=N) ; 1580-1373 (C=C 
aromatique). 
Rf: 0,29 (95/5 CH2Cl2/MeOH) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 155,0495 
Trouvée [MH+]: 155,0500 
 
Composé 131 : 3-(3-(3-((triisopropylsilyl)éthynyl)phényl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl) azétidine-1-
carboxylate de tert-butyle 
Préparé selon la méthode générale D 
(méthode B) à partir du composé 125 (1,124 
g ;  3,33 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (100 à 90/10 
EP/AcOEt) pour donner un liquide visqueux 
incolore (1,129 g). 
Rdt: ~ 60 % (produit pur à 90 % en RMN) 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN): δ 8,10 (td, J2-6 = J2-4 = 1,7 Hz, J2-5 = 0,6 Hz, 1H, H2) ; 8,06 (ddd, J6-5 
= 7,8 Hz, J6-2 = 1,7 Hz, J6-4 = 1,3 Hz, 1H, H6) ; 7,63 (ddd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = 1,7 Hz, J4-6 = 1,3 Hz, 
1H, H4) ; 7,45 (td, J5-4 = J5-6  = 7,8 Hz, J5-2 = 0,6 Hz,1H, H5) ; 4,40-4,03 (m, 5H, H10, H10’ et H9) ; 
1,43 (s, 9H, H13) ; 1,15 (app s, 21H, H16  et H17). 
RMN 13C (75 MHz, CD3CN): δ 181,4 (C8) ; 168,6 (C7) ; 157,1 (C11) ; 135,4 (C4) ; 131,1 (C2) ; 
130,5 (C5) ; 128,2 (C6) ; 128,2 (C1) ; 125,0 (C3) ; 106,8 (C14) ; 92,8 (C15) ; 80,3 (C12) ; 54,1 (C10 et 
C10’) ; 28,5 (3C13) ; 26,7 (C9) ; 19,0 (6C17) ; 12,1 (3C16). 
Rf: 0,23 (90/10 EP/AcOEt). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 504,2658 
Trouvée[MH+] : 504,2657 
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Composé 132: 3-(3-phényl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)azétidine-1-carboxylate de tert-butyle  
Préparé selon la méthode générale D (méthode B) à 
partir du composé 126 (0,417 g ; 2,95 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (90/10 à 80/20 EP/AcOEt) pour obtenir 0,466 g 
d'un solide blanc. 
Rdt : 50 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,12-8,04 (m, 2H, H2 et H6) ; 7,56-7,43 (m, 3H, H3, H4 et H5) ; 
4,43-4,29 (m, 4H, H10 et H10’) ; 4,13-3,99 (m, 1H, H9) ; 1,47 (s, 9H, H13).  
RMN 13C (75 MHz, CD3CN): δ 179,0 (C8) ; 168,6 (C7) ; 155,9 (C11) ; 131,3 (C4) ; 128,9 (C3 et C5) ; 
127,4 (C2 et C6) ; 126,5 (C1) ; 80,2 (C12) ; 53,1 (C10 et C10’) ; 28,3 (3C13) ; 25,7 (C9). 
Pf: 69-71 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3006-2892 (C-H aromatique) ; 1697 (C=0). 
Rf: 0,30 (90/10 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 302,1505 
Trouvée [MH+]: 302,1517 
 
Composé 44 :3-(3-(3-fluorophényl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)azétidine-1-carboxylate tert-butyle 
Préparé selon la méthode générale D (méthode B) à 
partir du composé 127 (0,150 g ; 0,97 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (90/10 à 80/20 EP/AcOEt) pour obtenir 0,172 g 
d'un solide blanc. 
Rdt : 56 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,88 (ddd, J6-5 = 7,8 Hz, J6-2 = 1,5 Hz, J6-4 = 1,0 Hz, 1H, H6) ; 7,79 
(dddd, J2-F = 9,4 Hz, J2-4 = 2,6 Hz, J2-6 = 1,5 Hz, J2-4 = 0,4 Hz, 1H, H2) ; 7,46 (dddd, J5-4 = 8,2 Hz, J5-6 
= 7,8 Hz, J5-F = 5,7 Hz, J5-2 = 0,4 Hz, 1H, H5) ; 7,21 (tdd, J4-5 = J4-F = 8,4 Hz, J4-2 = 2,7 Hz, J4-6 = 1,0 
Hz, 1H, H4) ; 4,43-4,27 (m, 4H, H10 et H10’) ; 4,11-3,99 (m, 1H, H9), 1,47 (s, 9H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 179,5(s, C8) ; 167,9 (d, J3-F = 3,0 Hz, C7) ; 163,0 (d, J3-F = 247,0 Hz, 
C3) ; 156,0 (s, C11) ; 130,8 (d, J5-F = 8,1 Hz, C5) ; 128,7 (d, J1-F = 8,6 Hz, C1) ; 123,3 (d, J6-F = 3,2 
Hz, C6) ; 118,3 (d, J4-F = 21,2 Hz, C4) ; 114,7 (d, J2-F = 23,7 Hz, C2) ; 80,4 (s, C12) ; 53,30 (s, C10 et 
C10’) ; 28,5 (s, C13) ; 25,9 (s, C9). 
RMN 19F (282 MHz, CDCl3): δ -111,7 Hz (m, 1F) 
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Pf: 79-81°C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3064-2896 (C-H aromatique) ; 1689 (C=0). 
Rf: 0,19 (90/10 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 320,1410 
Trouvée [MH+]: 320,1399 
 
Composé 46 : 3-(3-(3-(trifluorométhoxy)phényl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)azétidine-1-
carboxylate de tert-butyle 
Préparé selon la méthode générale D (méthode B) 
à partir du composé 128 (0,216 g ; 0,98 mmol ; 1 
éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (90/10 à 80/20 EP/AcOEt) pour obtenir 0,199 
g d'un liquide visqueux incolore. 
Rdt : 55 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3) δ 8,03 (ddd, J6-5 = 7,8 Hz, J6- 2 = 1,5 Hz, J6-4 = 1,1 Hz, 1H, H6) ; 7,95-
7,93 (m, 1H, H2) ; 7,52 (ddd, J5-6 = 8,7 Hz, J5-4 = 8,2 Hz, J5-2 = 0,4 Hz,  1H, H5) ; 7,39-7,33 (m, 1H, 
H4) ; 4,43-4,27 (m, 4H, H10 et H10’) ; 4,11-3,99 (m, 1H, H9) ; 1,46 (s, 9H, H13).  
RMN 13C (75 MHz, CDCl3) δ 179,5 (C8) ; 167,6 (C7) ; 155,9 (C11) ; 149,6 (q, J3-F = 1,9 Hz, C3) ; 
130,5 (C5) ; 128,5 (C1) ; 125,8 (C6) ; 123,7 (C4) ; 120,4 (q, J14-F = 258,0 Hz, C14) ; 120,1 (C2) ; 80,3 
(C12) ; 53,1 (C10 et C10’) ; 28,3 (C13) ; 25,8 (C9). 
RMN 19F (282 MHz, CDCl3) δ -57,8 Hz (s, 3F). 
Infrarouge: ν (cm-1) 2978-2896 (C-H aromatique) ; 1706 (C=0). 
Rf: 0,38 (70/30 EP/AcOEt) 
SMHR (ESI):  
Calculée [MNa+]: 408,1147 
Trouvée [MNa+]: 408,1138 
 
Composé 133 : 3-(3-(3-iodophényl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)azétidine-1-carboxylate tert-butyle  
Préparé selon la méthode générale D (méthode B) à 
partir du composé 129 (0,278 g ; 1,06 mmol ; 1 éq.). 
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Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash (90/10 à 80/20 EP/AcOEt) pour 
obtenir 0,234 g d'un solide blanc. 
Rdt : 52 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,45 (dt, J2-4 = J2-6 = 1,8 Hz, J2-5 = 0,4 Hz, 1H, H2) ; 8,06 (ddd, J6-5 = 
7,8 Hz, J6-2 = 1,6 Hz, J6-4 = 1,1 Hz, 1H, H6) ; 7,85 (ddd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = 1,8 Hz, J4-6 = 1,1 Hz, 1H, 
H4) ; 7,22 (td, J5-6 = J5-4 = 7,9 Hz, J5-2 = 0,4 Hz, 1H, H5) ; 4,43-4,27 (m, 4H, H10 et H10’) ; 4,11-3,99 
(m, 1H, H9), 1,47 (s, 9H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 179,5(C8) ; 167,5 (C7) ; 156,0 (C11) ; 140,4 (C4) ; 136,4 (C2) 130,7 
(C5) ; 128,6 (C1) ; 126,7 (C6) ; 94,5 (C3) ; 80,4 (C12) ; 53,3 (C10 et C10’) ; 28,5 (C13) ; 25,9 (C9). 
Pf: 72-74 °C  
Infrarouge: ν (cm-1) 3056-2892 (C-H aromatique) ; 1696 (C=0). 
Rf: 0,63 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 428,0471 
Trouvée [MH+]: 428,0462 
 
Composé 47: 3-(3-(5-fluoropyridin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)azétidine-1-carboxylate tert-
butyle  
Préparé selon la méthode générale D (méthode B) à 
partir du composé 130 (0,158 g ; 1,02 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (80/20 à 70/30 EP/AcOEt) pour obtenir 0,128 g 
d'un solide blanc. 
Rdt : 39 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,63 (d, J2-F = 2,9 Hz, 1H, H2) ; 8,15 (dd, J5-4 = 8,7 Hz, J5-F = 4,4 Hz 
1H, H5) ; 7,55 (td, J4-5 = 8,7 Hz, J4-F = 2,9 Hz, 1H, H4) ; 4,41-4,28 (m, 4H, H9 et H9’) ; 4,15-4,00 
(m, 1H, H8) ; 1,44 (s, 9H, H12).  
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 180,1 (s, C7) ; 167,7 (s, C6) ; 160,5 (d, J3-F = 261,8 Hz, C3) ; 155,9 
(s, C10) ; 142,3 (d, J1-F = 4,2 Hz, C1) ; 139,3 (d, J2-F = 24,7 Hz, C2) ; 124,7 (d, J5-F = 5,1 Hz, C5) ; 
124,0 (d, J4-F = 18,9 Hz, C4) ; 80,3 (s, C11) ; 53,2 (s, C9 et C9’) ; 28,4 (s, C12) ; 25,8 (s, C8). 
RMN 19F (282 MHz, CDCl3): δ -121,8 Hz (m, 1F) 
Pf: 117-119 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3050-2890 (C-H aromatique) ; 1690 (C=0). 
Rf: 0,39 (50/50 EP/AcOEt) 
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SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 321,1363 
Trouvée [MH+]: 321,1348 
 
Composé 134: 3-((((amino(3-fluorophényl)methylene)amino)oxy)carbonyl) azétidine-1-
carboxylate tert-butyle 
Dans un ballon sec et sous argon, sont ajoutés 
l’acide 1-(tert-butoxycarbonyl) azétidine-3-
carboxylique (0,070 g ; 0,35 mmol ; 0,9 éq.), le 
CH2Cl2 (1,5 mL), la DIPEA (0,2 mL ; 1,2 mmol ; 3 éq.) 
et le BOP (0,199 g ; 0,45 mmol ; 1,2 éq.). Le 
mélange est agité à t. a. pendant 10 min, puis le 
composé 127 est additionné. Après une nuit de 
réaction, le mélange réactionnel est dilué avec du CH2Cl2 et lavé avec une solution aqueuse 
saturée de NaCl (2 fois). La phase organique est séchée et le solvant évaporé.  
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash (60/40 à 50/50 EP/AcOEt) pour 
obtenir 0,789 g d'un solide blanc. 
Rdt: 62 % 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN): δ 7,55-7,40  (m, 3H, H6, H5 et H2) ; 7,31-7,23 (m, 1H, H4) ; 5,78 (s, 
2H, NH2) ; 4,16-3,98 (m, 4H, H10 et H10’) ; 3,69-3,56 (m, 1H, H9) ; 1,42 (s, 9H, H13).  
RMN 13C (75 MHz, CD3CN): δ 171,9 (C8) ; 163,0 (d, J3-F = 244,3 Hz, C3) ; 157,0 (s, C11) ; 156,8 
(d, J5-F = 2,7 Hz, C7) ; 134,5 (d, J1-F = 8,2 Hz, C1) ; 131,6 (d, J5-F = 8,4 Hz, C5) ; 123,6 (d, J6-F = 3,0 
Hz, C6) ; 118,6 (d, J4-F = 21,4 Hz, C4) ; 114,6 (d, J2-F = 23,9 Hz, C2) ; 80,0 (s, C12) ; 54,4 (s, C10 et 
C10’) ; 32,3 (s, C9) ; 25,5 (s, 3C13). 
RMN 19F (282 MHz, CDCl3): δ -114,0 
Infrarouge: ν (cm-1) 3427 (N-H) ; 3338 (N-H) ; 2977-2890 (C-H aromatique) ; 1742 (C=0) ; 1695 
(C=O) ; 1676 (C=N). 
Pf: 113-115 °C 
Rf: 0,39 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 338,1516 
Trouvée [MH+]: 338,1502 
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Composé 135 : 3-(3-(3-éthynylphényl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)azétidine-1-carboxylate de tert 
butyle  
Préparé selon la méthode générale G à partir du 
composé 131 (0,802 g ; 1,67 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (90/10 à 80/20 EP/AcOEt) pour obtenir 0,446 g 
d'un solide blanc. 
Rdt : 82 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,24-8,22 (m, 1H, H2) ; 8,06 (dt, J6-5 = 7,9 Hz, J6-2 = J6-4 = 1,4 Hz, 
1H, H6) ; 7,63 (dt, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = J4-6 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 7,45 (td, J5-4 = J5-6  = 7,8 Hz, J5-2 = 0,6 
Hz,1H, H5) ; 4,43-4,26 (m, 4H, H10 et H10’) ; 4,12-3,99 (m, 1H, H9) ; 3,14 (s, 1H, H15) ; 1,47 (s, 
9H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 179,3 (C8) ; 167,9 (C7) ; 155,9 (C11) ; 134,8 (C4) ; 131,1 (C2) ; 130,0 
(C5) ; 127,6 (C6) ; 126,8 (C1) ; 123,1 (C3) ; 82,6 (C14) ; 80,3 (C12) ; 78,3 (C15) ; 53,2 (C10 et C10’) ; 
28,3 (3C13) ; 25,7 (3C9). 
Pf: 113-115 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3276 (C-H alcyne) ; 2972-2890 (C-H aromatique) ; 1709 (C=0). 
Rf: 0,74 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 326,1505 
Trouvée [MH+]: 326,1516 
 
Composé 50 : 3-(3-(3-(1-(2-méthoxy-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)phényl)-1,2,4-
oxadiazol-5-yl)azétidine-1-carboxylate tert-butyle 
Préparé selon la méthode générale I à 
partir du composé 135 (0,193 g ; 0,59 
mmol ; 1 éq.) et du 2-azidoacétate de 
méthyle (0,2 mL ; 2,05 mmol ; 3 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie sur gel de silice 
(60/40 à 40/60 EP/AcOEt) pour obtenir 0,224 g d'un solide blanc. 
Rdt : 86 % 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN): δ 8,54 (s, 1H, H2) ; 8,26 (s, 1H, H15) ; 8,07-7,99 (m, 2H, H4 et H6) ; 
7,61 (J5-6  = 7,9 Hz, 1H, H5) ; 5,29 (s, 2H, H16) ; 4,41-4,16 (m, 4H, H10 et H10’) ; 4,16-4,05 (m, 1H, 
H9) ; 3,78 (s, 3H, H18) ; 1,44 (s, 9H, H13). 
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RMN 13C (75 MHz, CD3CN): δ 181,3 (C8) ; 169,1 (C7) ; 168,5 (C17) ; 157,1 (C11) ; 147,4 (C14) ; 
132,7 (C3) ; 130,8 (C5) ; 129,3 (C4 ou C6) ; 128,4 (C1) ; 127,6 (C4 ou C6) ; 125,0 (C2) ; 123,6 (C15) ; 
80,4 (C12) ; 54,2 (C10 et C10’) ; 53,5 (C16) ; 51,7 (C18) ; 28,5 (3C13) ; 26,7 (C9). 
Pf: 55-57 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 2977-2850 (C-H aromatique) ; 1758 (C=0) ; 1700 (C=0). 
Rf: 0,38 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 441,1880 
Trouvée [MH+]: 441,1886 
 
Composé 52 : 3-(3-(3-(1-(2-amino-2-oxoéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)phényl)-1,2,4-oxadiazol-
5-yl)azétidine-1-carboxylate tert-butyle 
Préparé selon la méthode générale I à 
partir du composé 137 (0,193 g ; 0,59 
mmol ; 1 éq.) et du 2-azidoacetamide 
(0,150 g ; 1,50 mmol ; 3 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (98/2 à 95/5 
CH2Cl2/MeOH) pour obtenir 0,129 g d'un 
solide blanc. 
Rdt: 59 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 8,70 (s, 1H, H15) ; 8,26 (td, J2-4 = J2-6  = 1,7 Hz, J2-5 = 0,5 Hz, 1H, 
H2) ; 8,06 (ddd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = 1,8 Hz, J4-6 = 1,2 Hz, 1H, H4) ; 8,00 (ddd, J6-5 = 7,8 Hz, J6-2 = 
1,7 Hz, J6-4 = 1,1 Hz, 1H, H6) ; 7,79 (s, 1H, NH) ; 7,67 (td, J5-6 = J5-4 = 7,8 Hz, J5-2  = 0,5 Hz, 1H, 
H5) ; 7,45 (s, 1H, NH); 5,14 (s, 2H, H16) ; 4,40-4,09 (m, 5H, H10, H10’ et H9) ; 1,41 (s, 9H, H13). 
 
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 180,2 (C8) ; 167,5 (C7) ; 167,2 (C17) ; 155,4 (C11) ; 145,2 (C14) ; 
131,8 (C3) ; 130,0 (C5) ; 128,2 (C4) ; 126,8 (C6) ; 126,3 (C1) ; 123,7 (C15) ; 123,3 (C2) ; 79,2 (C12) ; 
53,0 (C10 et C10’) ; 50,9 (C16) ; 28,0 (3C13) ; 25,3 (C9). 
Pf: 146-148 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 33606-3280 (NH) ; 1684 (C=0). 
Rf: 0,25 (90/10 DCM/MeOH) 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 426,1890 
Trouvée [MH+]: 426,1884 
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Composé 53 : 3-(3-(3-(1-(2-hydroxyethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)phényl)-1,2,4-oxadiazol-5-
yl)azétidine-1-carboxylate de tert-butyle 
Préparé selon la méthode générale I à 
partir du composé 137 (0,123 g ; 0,40 
mmol ; 1 éq.) et du 2-azidoethan-1-ol 
(0,070 g ; 0,80 mmol ; 2 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie sur gel de silice (60/40 
à 20/80 EP/AcOEt) pour obtenir 0,141 g d'un solide blanc. 
Rdt : 86 % 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN): δ 8,52 (td, J2-4 = J2-6  = 1,7 Hz, J2-5 = 0,6 Hz, 1H, H2) ; 8,25 (s, 1H, 
H15) ; 8,06-7,98 (m, 2H, H4 et H6) ; 7,60 (td, J5-4 = J5-6  = 7,8 Hz, J5-2 = 0,6 Hz,1H, H5) ; 4,52-4,46 
(m, 2H, H16) ; 4,39-4,15 (m, 4H, H10 et H10’) ; 4,14-4,01 (m, 2H, H9) ; 3,98-3,90 (m, 2H, H17) ; 
3,20 (t, JOH-17 = 5,7 Hz, 1H, OH) ; 1,44 (s, 9H, H13).  
RMN 13C (75 MHz, CD3CN): δ 181,3 (C8) ; 169,1 (C7) ; 157,1 (C11) ; 147,0 (C14) ; 133,2 (C3) ; 
130,8 (C5) ; 129,2 (C4 ou C6) ; 128,4 (C1) ; 127,4 (C4 ou C6) ; 124,9 (C2) ; 122,9 (C15) ; 80,4 (C12) ; 
61,4 (C17) ; 54,1 (C10 et C10’) ; 53,7 (C16) ; 28,5 (3C13) ; 26,7 (C9). 
Pf: 100-102°C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3301 (OH) ; 2972-2868 (C-H aromatique) ; 1697 (C=0). 
Rf: 0,17 (30/70 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 413,1937 
Trouvée [MH+]: 413,1950 
 
Composé 51 : Acide 2-(4-(3-(5-(1-(tert-butoxycarbonyl)azétidin-3-yl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl) 
phényl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acétique 
Dans un ballon, sont ajoutés le composé 
50 (0,084 g ; 0,20 mmol ; 1 éq.), 
l’éthanol (3,5 mL) et une solution 
aqueuse de KOH (3,5 mL ; 0,05 mol.L-1). 
Le mélange est agité 30 min à t. a. puis 
l’éthanol est évaporé. Le mélange est 
refroidi à 0 °C et acidifié avec une 
solution aqueuse de HCl (0,1 mol.L-1) 
Partie expérimentale 
255 
 
jusqu’à pH ~ 1. Le produit est extrait avec du CH2Cl2 (5 fois), les phases organiques sont 
rassemblées, er lavées avec de l’H20 (2 fois), séchées (MgSO4) et le solvant évaporé. Le 
produit obtenu est un solide blanc (0,075 g). 
Rdt : 90 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 8,74 (s, 1H, H15) ; 8,26 (td, J2-4 = J2-6  = 1,7 Hz, J2-5 = 0,4 Hz, 1H, 
H2) ; 8,06 (ddd, J4-5 = 7,7 Hz, J4-2 = 1,7 Hz, J4-6 = 1,2 Hz, 1H, H4) ; 8,00 (ddd, J6-5 = 7,7 Hz, J6-2 = 
1,7 Hz, J6-4 = 1,2 Hz, 1H, H6) ; 7,67 (td, J5-6 = J5-4 = 7,9 Hz, J5-2  = 0,5 Hz, 1H, H5) ; 5,34 (s, 2H, 
H16) ; 4,40-4,06 (m, 5H, H10, H10’ et H9) ; 1,41 (s, 9H, H13). 
 
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 180,2 (C8) ; 168,5 (C7) ; 167,5 (C17) ; 155,4 (C11) ; 145,3 (C14) ; 
131,7 (C3) ; 130,1 (C5) ; 128,2 (C4 ou C6) ; 126,8 (C1) ; 126,4 (C4 ou C6) ; 123,5 (C2) ; 123,4 (C15) ; 
79,2 (C12) ; 53,0 (C10 et C10’) ; 50,9 (C16) ; 28,0 (3C13) ; 25,3 (C9). 
Pf: dégradation avant fusion 
Infrarouge : ν (cm-1) 3500-3000 (OH) ; 2973-2852 (C-H aromatique) ; 1741-1694 (C=O) ; 1157 
(OH). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 427,1730 
Trouvée [MH+]: 427,1736 
 
Composé 136 : 3-(3-(3-(3-méthoxy-3-oxoprop-1-enyl)phényl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl) 
azétidine-1-carboxylate de tert-butyle 
Dans un tube de Schlenck sous argon, sont 
ajoutés le composé 133 (0,256 g ; 0,60 
mmol ; 1 éq.), la Et3N (0,8 mL), l’acétate de 
palladium (5,5 mg, 0,03 mmol, 4% mol), la 
tri(p-tolyl)phosphine (16,0 mg ; 0,05 mmol ; 
8% mol), puis l’acrylate de méthyle (0,07 
mL ; 0,77mmol ; 1,3 éq.). Le mélange est 
passé quelques secondes aux ultrasons puis chauffé à 75 °C pendant 1 nuit. Le mélange 
réactionnel est refroidi à t. a., de l’Et2O est ajouté et le mélange filtré sur coton. Le filtrat est 
évaporé. 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash (80/20 à 70/30 EP/AcOEt) pour 
obtenir 0,178 g d'un solide blanc. 
Rdt: 77 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,26 (tt, J2-6 = J2-4 = 2,2 Hz, J2- 5 = J2- 14 = 0,5 Hz, 1H, H2) ; 8,10 (dt, 
J6-5 = 7,8 Hz, J6-4 = J6-2 = 1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,74 (d, J14-16 = 16,0 Hz, 1H, H14) ; 7,65 (ddd, J4-5 = 7,7 
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Hz, J4- 2 = 1,7 Hz, J4- 6 = 1,2 Hz, 1H, H4) ; 7,52 (t, J5-4 = J5-6 = 7,8 Hz, 1H, H5) ; 6,55 (d, J16-14 = 16,0 
Hz, 1H, H16) ;4,45-4,29 (m, 4H, H10 et H10’) ; 4,14-4,00 (m, 2H, H9), 3,82 (s, 3H, H17) ; 1,47 (s, 
9H, H13).  
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 179,3 (C8) ; 168,1 (C7) ; 167,1 (C16) ; 155,9 (C11) ; 143,7 (C14) ; 
135,2 (C3) ; 130,8 (C6) ; 129,6 (C5) ; 128,9 (C4) ; 127,3 (C1) ; 126,8 (C2) ; 119,2 (C15) ; 80,3 (C12) ; 
53,2 (C10 et C10’) ; 51,8 (C17) ; 28,3 (C13) ; 25,8 (C9). 
Infrarouge: ν (cm-1) 2982-2894 (C-H aromatique) ; 1708-1689 (C=0) ; 1642 (C=N). 
Rf: 0,38 (70/30 EP/AcOEt) 
Pf: 120-122 °C 
SMHR (IC, CH4):  
Calculée [MH+]: 386,1716 
Trouvée [MH+]: 386,1719 
 
Composé 137 : Acide 3-(3-(5-(1-(tert-butoxycarbonyl)azétidin-3-yl)-1,2,4-oxadiazol-3-
yl)phényl)acrylique 
Dans un ballon sont ajoutés le composé 136 
(0,104 g ; 0,27 mmol ; 1 éq.), le méthanol 
(4,7 mL) et une solution aqueuse de KOH 
(4,7 mL ; 0,05 mol.L-1). Le mélange est agité 
une nuit à t. a. puis le méthanol est 
évaporé. Le mélange est refroidi à 0 °C et 
acidifié avec HCl (0,1 mol.L-1) jusqu’à pH ~ 1. 
Le produit est extrait avec du CH2Cl2 (5 fois), les phases organiques sont rassemblées, et 
lavées avec de l’H20 (2 fois), séchées (MgSO4) et le solvant évaporé.  
Le produit obtenu est un solide blanc (0,092 g). 
Rdt : 92 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 8,23 (t, J2-6 = J2-4 = 1,5 Hz, 1H, H2) ; 8,04 (dt, J6-5 = 7,8 Hz, J6-4 = J6-
2 = 1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,94 (dt, J4-5 = 7,9 Hz, J4- 2 = J4- 6  = 1,1 Hz, 1H, H4) ; 7,70 (d, J14-16 = 16,1 Hz, 
1H, H14) ; 7,62 (t, J5-4 = J5-6 = 7,8 Hz, 1H, H5) ; 6,63 (d, J16-14 = 16,6 Hz, 1H, H16) ; 4,39-4,06 (m, 
5H, H10 et H10’) ; 1,41 (s, 9H, H13).  
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 180,2 (C8) ; 167,5 (C16) ; 167,3 (C7) ; 155,4 (C11) ; 142,6 (C14) ; 
135,4 (C3) ; 130,8 (C6) ; 130,0 (C5) ; 128,5 (C4) ; 126,9 (C1 ou C2) ; 126,7 (C1 ou C2) ; 121,0 (C15) ; 
79,1 (C12) ; 53,1 (C10 et C10’) ; 28,0 (3C13) ; 25,3 (C9). 
Pf: 170-172 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 2971-2890 (C-H aromatique) ; 1692 (C=0) ; 1632 (C=O). 
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Rf: 0,46 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 372,1559 
Trouvée [MH+]: 372,1565 
 
Composé 138 : 5-(3-((triisopropylsilyl)éthynyl)phényl)-1H-tétrazole 
Dans un ballon, sont ajoutés le composé 124 (1,282 g, 4,5 
mmol, 1 éq.), l’azoture de sodium (0,442 g ; 6,8 mmol ; 1,5 
éq.), l’Amberlyst 15 (0,498 g) et le DMSO (15 mL). Après 1 nuit 
à 85 °C, le mélange est refroidit à t. a. et filtré. De l’AcOEt (~ 
150 mL) et une solution aqueuse de HCl (6M, 200 mL) sont 
ajoutés au filtrat et le mélange agité fortement pendant 
environ 15 min. Les phases sont séparées et la phase aqueuse 
extraite avec de l’AcOEt. Les phases organiques sont rassemblées, lavées avec de l’H2O, 
séchées (MgSO4) et le solvant évaporé. 
 Le produit obtenu est purifié en chromatographie sur gel de silice (80/20 à 60/40 EP/AcOEt) 
pour obtenir 1,087 g d'un solide blanc. 
Rdt : 87 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,12 (td, J2-4 = J2-6  = 1,7 Hz, J2-5 = 0,6 Hz, 1H, H2) ; 8,02 (ddd, J6-5 = 
7,7 Hz, J6-2 = 1,8 Hz, J6-4 = 1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,64 (dt, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = J4-6 = 1,5 Hz, 1H, H4) ; 
7,56 (td, J5-4 = J5-6  = 7,7 Hz, J5-2 = 0,6 Hz,1H, H5) ; 1,16 (app s, 21H, H10 et H11). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 157,3 (C7) ; 135,4 (C4) ; 131,2 (C2) ; 130,8 (C5) ; 128,2 (C6) ; 126,1 
(C1 ou C3) ; 125,9 (C1 ou C3) ; 107,1 (C8) ; 92,9 (C9) ; 19,1 (6C11) ; 12,5 (3C10). 
Infrarouge: ν (cm-1) 3458 (N-H) ; 2948-2867 (C-H aromatique) ; 2153 (CC). 
Pf: 75-77 °C 
Rf: 0,18 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 327,2005 
Trouvée [MH+]: 327,2015 
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Composé 141 : 2-(4-(3-cyanophényl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acétate tert-butyle  
Dans un ballon, sont ajoutés le composé 124 (0,277 g ; 
0,98 mmol ; 1 éq.), le méthanol (9,8 mL), le 2-
azidoacétate tert-butyle (0,184 g ; 1,20 mmol ; 1,2 éq.), le 
sulfate de cuivre pentahydraté (0,049 g ; 0,20 mmol ; 0,2 
éq.), l’ascorbate de sodium (0,077g ; 0,39 mmol ; 0,4 éq.) 
et le TBAF (2 ml ; 2 mmol ; 2 éq.). Le mélange est agité à 
20 °C pendant 20 h puis le solvant évaporé. Le composé 
est dissout dans le CH2Cl2 (~ 40 mL), et lavé avec de l’H2O (~ 20 mL), une solution aqueuse 
saturée de NH4Cl  (~ 2*20 mL), et une solution aqueuse saturée de NaCl  (~ 20 mL). La phase 
organique est séchée (MgSO4) et le solvant évaporé. 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie sur gel de silice (80/20 à 70/30 EP/AcOEt) 
pour obtenir 0,115 g d'un solide blanc. 
Rdt : 41% 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN): δ 8,23-8,18 (m, 2H, H2 et H9) ; 8,15 (dt, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = J4-6 = 1,5 
Hz, 1H, H4) ; 7,64 (dt, J6-5 = 7,8 Hz, J6-2 = J6-4 = 1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,56 (td, J5-4 = J5-6  = 7,8 Hz, J5-2 = 
0,6 Hz,1H, H5) ; 5,15 (s, 2H, H10) ; 1,48 (s, 9H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, CD3CN): δ 169,9 (C11) ; 146,3 (C8) ; 133,1 (C3) ; 132,5 (C6) ; 130,9 (C5) ; 
130,8 (C4) ; 130,0 (C2) ; 123,9 (C9) ; 119,5 (C1) ; 113,7 (C7) ; 84,0 (C12) ; 52,5 (C10) ; 28,1 (3C13). 
Infrarouge: ν (cm-1) 3110-2982 (C-H aromatique) ; 2230 (CN) ; 1747 (C).  
Pf: 140-142 °C 
Rf: 0,19 (70/30 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 285,1352 
Trouvée [MH+]: 285,1354 
 
Composé 142 : Acide 2-(4-(3-(1H-tétrazol-5-yl)phényl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acétique  
Dans un ballon sont ajoutés, le composé 143 (0,083 g ; 
0,29 mmol ; 1 éq.), le DMSO (0,6 mL), l’azoture de sodium 
(0,039 g ; 0,60 mmol ; 2 éq.), le bromure de zinc (0,130 g ; 
0,58 mmol ; 2 éq.), puis H2O (0,6 mL). Le mélange est 
chauffé à 90 °C pendant 3 jours.  Le mélange est refroidit à 
t. a. et de l’eau et de l’AcOEt sont ajoutés. La phase 
aqueuse est acidifiée avec une solution aqueuse de HCl 
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(1M), puis extraite à l’AcOEt (3 fois). Les phases organiques sont rassemblées, lavées avec de 
l’eau, séchées (MgSO4) et le solvant évaporé.  
Rdt : 40 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 8,67 (s, 1H, H9) ; 8,60-8,56 (m, 1H, H2) ; 8,05-7,97 (m, 2H, H4 et 
H6) ; 7,68 (t, J5-4 = J5-6  = 7,8 Hz, 1H, H5) ; 5,37 (s, 2H, H10). 
RMN 13C (75 MHz, DMSO): produit pas assez soluble pour faire une RMN 
Infrarouge: ν (cm-1) 3432 (OH) ; 2917-2854 (C-H aromatique) ; 1735 (C).   
Pf: Dégradation avant fusion 
Rf: 0,23 (90/10 CH2Cl2/MeOH) 
SMHR (IC, CH4):  
Calculée [MH+]: 272,0896 
Trouvée [MH+]: 272,0918 
 
Composé 143 : 3-(3-fluorophényl)-1,2,4-oxadiazol-5(2H)-one (C18PGC023A) 
Dans un ballon sec et sous argon, sont ajoutés le composé 127 
(0,188 g ; 1,22 mmol ; 1 éq.), la pyridine anhydre (6 mL), et le 
chloroformate d’éthyle (0,3 mL ; 3,0 mmol ; 2,5 éq.). Le mélange 
est chauffé au reflux pendant 16h, puis 2, 5 éq. de chloroformate 
d’éthyle sont de nouveau ajoutés et le mélange chauffé au reflux 
pour encore 5h. Le mélange est refroidi à t. a. et la pyridine est 
évaporée. Le résidu est dissout dans le CH2Cl2 et lavé avec une solution aqueuse de HCl (1M, 
2 fois), puis avec de l’eau (1 fois). La phase organique est séchée (MgSO4) et le solvant 
évaporé. 
Le produit obtenu est obtenu est un solide blanc (0,135 g) 
Rdt : 61 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 7,71-7,58 (m, 3H, H2, H5 et H6) ; 7,55-7,44 (m, 1H, H4). 
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 162,1 (d, J3-F = 245,2 Hz, C3) ; 159,9 (s, C8) ; 156,6 (s, J3-F = 3,0 Hz, 
C7) ; 131,7 (d, J5-F = 8,4 Hz, C5) ; 125,5 (d, J1-F = 8,7 Hz, C1) ; 122,3 (d, J6-F = 3,1 Hz, C6) ; 119,2 (d, 
J4-F = 21,0 Hz, C4) ; 113,0 (d, J2-F = 24,3 Hz, C2). 
RMN 19F (282 MHz, DMSO): δ -111,3 
Pf: dégradation à partir de 150 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3432 (N-H) ; 3186-3080 (C-H aromatique) ; 1812 et 1739 (C=N et C=O). 
Rf: 0,27 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
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Calculée [MH+]: 181,0416 
Trouvée [MH+]: 181,0413 
 
Composé 146 : 5-(3-bromophényl)-1,3,4-oxadiazol-2(3H)-one 
Dans un ballon sont ajoutés, le 3-bromobenzhydrazide (0,304g ; 
1,41 mmol ; 1 éq.), le THF anhydre (10 mL), la Et3N (0,2 mL ; 1,41 
mmol ; 1 éq.) puis le CDI (0,234 g ; 1,41 mmol ; 1 éq.). Le mélange 
est agité à t. a. pendant 2h. Le solvant est évaporé, et le résidu 
dissout dans Et2O. La phase organique est lavée avec une solution 
aqueuse de HCl (2M, 2 fois), H2O (2 fois), séchée (MgSO4) et le 
solvant évaporé. 
 Le produit obtenu est un solide blanc (0,179 g) 
Rdt: 70 % 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN): δ 7,96 (ddd, J2-4 = 2,0 Hz, J2-6 = 1,6 Hz, J2-5 = 0,4 Hz, 1H, H2) ; 7,80 
(ddd, J6-5 = 7,8 Hz, J6-2 = 1,6 Hz, J6-4 = 1,0 Hz, 1H, H6) ; 7,70 (ddd, J4-5 = 8,1 Hz, J4-2 = 2,0 Hz, J4-6 = 
1,0 Hz, 1H, H4) ; 7,18 (td, J5-4 = J5-6 = 7,9 Hz, J5-2 = 0,4 Hz, 1H, H5). 
RMN 13C (75 MHz, CD3CN): δ 154,2 (C8) ; 153,3 (C7) ; 134,3 (C4) ; 131,0 (C5) ; 128,4 (C2) ; 126,5 
(C1 ou C3) ; 124,3 (C6) ; 123,4 (C1 ou C3). 
Pf: 162-164 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3500 (N-H) ; 1766 (C=O). 
Rf: 0,48 (90/10 CH2Cl2/MeOH) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 240,9613 
Trouvée [MH+]: 240,9621 
 
Composé 147 : 3-((5-(3-bromophényl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)amino)azétidine-1-carboxylate 
de tert-butyle 
Préparé selon la méthode générale D (méthode C) à 
partir du composé 146 (0,150 g ; 0,62 mmol ; 1 éq.) et 
du 3-aminoazétidine-1-carboxylate de tert-butyle 
(0,241 g ; 1,40 mmol ; 2,2 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash 
(50/50 EP/AcOEt) pour obtenir 0,089 g d'un solide 
blanc. 
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Rdt : 36 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,03 (ddd, J2-4 = 2,0 Hz, J2-6 = 1,6 Hz, J2-5 = 0,4 Hz, 1H, H2) ; 7,86 
(ddd, J6-5 = 7,8 Hz, J6-2 = 1,6 Hz, J6-4 = 1,0 Hz, 1H, H6) ; 7,68 (ddd, J4-5 = 8,1 Hz, J4-2 = 2,0 Hz, J4-6 = 
1,0 Hz, 1H, H4) ; 7,43 (dt, J5-6 = J5-4 = 8,0 Hz, J5-2 = 0,4 Hz, 1H, H5) ; 4,53-4,41 (m, 1H, H9) ; 4,31 
(app t, 2H, H10 et H10’ (cis)) ; 3,91 (app q, 2H, H10 et H10’ (trans)), 1,45 (s, 9H, H14). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 162,9 (C8) ; 157,8 (C7) ; 156,7 (C11) ; 133,6 (C4) ; 130,7 (C5) ; 128,1 
(C2) ; 125,9 (C1 ou C3) ; 124,1 (C6) ; 122,6 (C1 ou C3) ; 79,9 (C12) ; 55,9 (C10 et C10’) ; 42,5 (C9) ; 
27,2 (3C13). 
Pf: 165-167 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3376 (N-H) ; 3052-2853 (C-H aromatique); 1707 (C=O) ; 1617 (C=N). 
Rf: 0,25 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 395,0719 
Trouvée [MH+]: 395,0712 
 
Composé 148 : 4-((5-(3-bromophényl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)amino)piperidine-1-carboxylate 
de tert-butyle  
Préparé selon la méthode générale D (méthode C) à 
partir du composé 147 (0,411 g ; 1,71 mmol ; 1 éq.) et 
du  4-aminopipéridine-1-carboxylate de tert-butyle 
(0,726 g ; 3,62 mmol ; 2,1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie 
flash (70/30 à 60/40 EP/AcOEt) pour obtenir 0,372 g 
d'un solide blanc. 
Rdt : 90 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,01 (t, J2-4 = J2-6 = 1,7 Hz, 1H, H2) ; 7,82 (ddd, J6-5 = 7,8 Hz, J6-2 = 
1,6 Hz, J6-4 = 1,1 Hz, 1H, H6) ; 7,57 (ddd, J4-5 = 8,0 Hz, J4-2 = 2,0 Hz, J4-6 = 1,0 Hz, 1H, H4) ; 7,31 (t, 
J5-6 = J5-4 = 7,9 Hz, 1H, H5) ; 4,40 (d, JNH-9 = 6,8 Hz, 1H, NH) ; 4,12-3,95 (m, 2H, H11 et H11’) ; 
3,89-3,72 (m, 1H, H9) ; 3,05-2,88 (m, 2H, H11 et H11’) ; 2,18-2,07 (m, 2H, H10 et H10’) ; 1,59-1,43 
(m, 2H, H10 et H10’) ; 1,46 (s, 9H, H14). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 162,6 (C8) ; 157,7 (C7) ; 154,6 (C12) ; 133,5 (C4) ; 130,4 (C5) ; 128,6 
(C2) 126,1 (C1 ou C3) ; 124,3 (C6) ; 122,9 (C1 ou C3) ; 79,8 (C13) ; 51,0 (C9) ; 42,3 (C11) ; 32,1 
(C10) ; 28,4 (C14). 
Pf: 183-185 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3435 (N-H) ; 3065-2853 (C-H aromatique); 1690 (C=O) ; 1663 (C=N). 
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Rf: 0,22 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 423,1032 
Trouvée [MH+]: 423,1024 
 
Composé 150 : 3-((triisopropylsilyl)éthynyl)benzoate d’ éthyle 
Préparé selon la méthode générale E à partir du 3-
iodobenzoate d’éthyle (4 mL ; 23,8 mmol ; 1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en chromatographie flash 
(100 à 95/5 EP/AcOEt) pour obtenir 7,65 g d'un liquide 
incolore. 
Rdt : 86 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 8,12 (td, J2-4 = J2-6 = 1,7 Hz,  J2-5 = 0,6 Hz,  1H, H2) ; 7,98 (ddd, J6-5 
= 7,8 Hz, J6-2 = 1,7 Hz, J6-4 = 1,2 Hz, 1H, H6) ; 7,64 (ddd, J4-5 = 7,7 Hz, J4-2 = 1,7 Hz, J4-6 = 1,2 Hz, 
1H, H4) ; 7,43 (td, J5-6 = J5-4 = 7,8 Hz, J5-2 = 0,6 Hz, 1H, H5) ; 4,39 (q, J8-9 = 7,1 Hz, 2H, H8) ; 1,39 
(t, J9-8 = 7,1 Hz, 3H, H9) ; 1,14 (app s, 21H, H12 et H13). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 166,0 (C9) ; 136,1 (C4) ; 132,9 (C2) ; 130,6 (C1) ; 129,2 (C6) ; 128,2 
(C5) ; 123,9 (C3) ; 105,9 (C10) ; 91,7 (C11) ; 61,2 (C8) ; 18,6 (C13) ; 14,3 (C9) ; 11,3 (C12). 
Infrarouge: ν (cm-1) 2159 (CC alcyne) ; 1726 (C=O acide). 
Rf: 0,42 (97/3 EP/AcOEt) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 331,2093 
Trouvée [MH+]: 331,2104 
 
Composé 151 : 3-((triisopropylsilyl)éthynyl)benzohydrazide 
Dans un tube de schlenck, sont introduits le composé 150 
(1,510 g ; 4,57 mmol ; 1 éq.) et l’hydrate d’hydrazine (6,6 
mL), puis le mélange est chauffé au reflux. Après une nuit 
de réaction les deux réactifs ne sont pas miscible, de 
l’éthanol est ajouté (4 mL), et la réaction chauffée au 
reflux pour encore 4h. Le mélange est refroidi à t. a. et le 
solvant évaporé. Le produit n’est pas purifié et utilisé 
directement pour l’étape suivante (voir composé 152). 
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RMN 1H (300 MHz, CD3OD): δ 7,87-7,89 (m, 1H, H2) ; 7,77 (ddd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = 1,7 Hz, J4-6 
= 1,2 Hz, 1H, H4) ; 7,59 (dt, J6-5 = 7,7 Hz, J6-2 = J6-4 = 1,4 Hz, 1H, H6) ; 7,45 (td, J5-4 = J5-6 = 7,8 Hz, 
J5-2 = 0,5 Hz, 1H, H5) ;  1,15 (s, 21H, H10 et H11). 
Rf: 0,33 (50/50 EP/AcOEt) 
 
Composé 152 : 5-(3-((triisopropylsilyl)éthynyl)phényl)-1,3,4-oxadiazol-2(3H)-one  
Dans un ballon sec et sous argon, sont ajoutés, le composé 
151 (0,844 g ; 2,67 mmol ; 1 éq.), le THF (20 mL), le CDI 
(0,570 g ; 5,52 mmol ; 1,3 éq.) et la Et3N (0,5 mL ; 3,59 
mmol ; 1,3 éq.). Après 3h de réaction à t. a. 1,3 éq. de CDI 
sont de nouveaux ajoutés et le mélange agité pendant 
encore 1h. Du CH2Cl2 et une solution aqueuse de HCl (1M) 
sont ajoutés au mélange, puis les phases sont séparées. La 
phase aqueuse est extraite avec du CH2Cl2 (2 fois). Les phases organiques sont rassemblées, 
lavées avec une solution aqueuse saturée de NaCl (2 fois), séchées (MgSO4) et le solvant 
évaporé. Le produit obtenu (0,885 g) est un liquide incolore. 
Rdt : 97 % (A partir de 150) 
RMN 1H (300 MHz, DMSO) δ 7,81 (ddd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = 1,7 Hz, J4-6 = 1,4 Hz, 1H, H4) ; 7,75 
(td, J2-4 = J2-6 = 1,7 Hz, J2-5 = 0,6 Hz, 1H, H2) ; 7,64 (dt, J6-5 = 7,7 Hz, J6-2 = J6-4 = 1,4 Hz, 1H, H6) ; 
7,56 (td, J5-4 = J5-6 = 7,7 Hz, J5-2 = 0,6 Hz, 1H, H5) ;  1,10 (s, 21H, H11 et H12). 
RMN 13C (75 MHz, DMSO) δ 154,3 (C7) ; 152,9 (C8) ; 134,2 (C4) ; 129,9 (C2) ; 127,9 (C1) ; 
125,6 (C5) ; 124,6 (C6) ; 123,2 (C3) ; 105,7 (C9) ; 91,7 (C10) ; 18,5 (C12) ; 10,7 (C11). 
Infrarouge: ν (cm-1) 3103 (NH) ; 2159 (CC) ; 1784 (C=O). 
Rf: 0,49 (60/40 EP/AcOEt) 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 343,1838 
Trouvée [MH+]: 343,1842 
 
Composé 149 : 4-((5-(3-((triisopropylsilyl)éthynyl)phényl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)amino) 
piperidine-1-carboxylate de tert-butyle 
 Dans un ballon sec et sous argon, sont 
ajoutés, le composé 152 (0,167 g ; 0,49 
mmol ; 1 éq.), le DMF (5 mL), la DIPEA (0,16 
mL ; 0,92 mmol ; 2 éq.), la 4-
aminopipéridine-1-carboxylate de tert-
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butyle (0,196 g ; 0,99 mmol ; 2 éq.) puis après 30 min le BOP (0,238 g ; 0,54 mmol ; 1,1 éq.). 
La réaction est agitée 20h à t. a., puis le solvant est évaporé. Le résidu est dissout dans le 
CH2Cl2 puis lavé avec une solution aqueuse saturée de NaCl (3X). La phase organique est 
séchée (MgSO4) et le solvant évaporé. Le produit obtenu (0,136 g) est un solide blanc. 
Rdt : 53 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,97 (t, J2-4 = J2-6 = 1,6 Hz, 1H, H2) ; 7,85 (ddd, J6-5 = 7,8 Hz, J6-2 = 
1,6 Hz, J6-4 = 1,3 Hz, 1H, H6) ; 7,61-7,54 (m, 1H, H4) ; 7,41 (t, J5-6 = J5-4 = 7,8 Hz, 1H, H5) ; 6,11 (s, 
1H, NH) ; 4,22-3,96 (m, 2H, H11 et H11’) ; 3,93-3,77 (m, 1H, H9) ; 3,07-2,90 (m, 2H, H11 et H11’) ; 
2,19-2,07 (m, 2H, H10 et H10’) ; 1,63-1,54 (m, 2H, H10 et H10’) ; 1,47 (s, 9H, H14) ; 1,14 (app s, 
21H, H18). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 162,1 (C8) ; 158,2 (C7) ; 154,6 (C12) ; 134,1 (C4) ; 129,1 (C2) ; 128,9 
(C5) ; 125,5 (C6) ; 124,4 (C1 ou C3) ; 124,3 (C1 ou C3) ; 105,6 (C15) ; 92,2 (C16) ; 79,8 (C13) ; 51,0 
(C11) ; 42,2 (C9) ; 32,0 (C10) ; 28,4 (C14) ; 18,6 (C18) ; 11,2 (C17). 
Pf: 150-152 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3432 (NH) ; 2159 (CC) ; 1702 (C=O) ; 1616 (C=N). 
Rf: 0,34 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 524,3183 
Trouvée [MH+]: 524,3193 
 
Composé 153 : 3-((5-(3-((triisopropylsilyl)éthynyl)phényl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)amino) 
cyclobutane-1-carboxylate de tert-butyle 
 Dans un ballon sec et sous argon, sont 
ajoutés, le composé 152 (0,550 g ; 1,61 
mmol ; 1 éq.), le DMF (17 mL), la DIPEA (0,55 
mL ; 3,18 mmol ; 2 éq.), la 3-aminoazetidine-
1-carboxylate de tert-butyle (0,439 g ; 2,55 
mmol ; 2 éq.) puis après 30 min le BOP 
(0,781 g ; 1,77 mmol ; 1,1 éq.). La réaction 
est agitée 20h à t. a., puis le solvant est 
évaporé. Le résidu est dissout dans  le CH2Cl2 puis lavé avec une solution aqueuse saturée de 
NaCl (3 fois). La phase organique est séchée (MgSO4) et le solvant évaporé. Le produit 
obtenu (0,336 g) est un solide blanc. 
Rdt : 42 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,98 (td, J2-4 = J2-6 = 1,7 Hz, J2-5 = 0,6 Hz, 1H, H2) ; 7,85 (ddd, J6-5 = 
7,9 Hz, J6-2 = 1,7 Hz, J6-4 = 1,2 Hz, 1H, H6) ; 7,57 (ddd, J4-5 = 7,7 Hz, J4-2 = 1,6 Hz, J4-6 = 1,2 Hz, 1H, 
H4) ; 7,41 (td, J5-6 = J5-4 = 7,8 Hz, J5-4 = 0,6 Hz, 1H, H5) ; 6,11 (s, 1H, NH) ; 4,65-4,54 (m, 1H, H9) ; 
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4,42-4,33 (m, 2H, H10 et H10’) ; 4,02-3,94 (m, 2H, H10 et H10’) ; 1,47 (s, 9H, H13) ; 1,15 (app s, 
21H, H16 et H17). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 162,0 (C8) ; 158,8 (C7) ; 156,1 (C11) ; 134,1 (C4) ; 129,1 (C2) ; 128,9 
(C5) ; 125,5 (C6) ; 124,5 (C1 ou C3) ; 124,2 (C1 ou C3) ; 105,6 (C14) ; 92,2 (C15) ; 80,1 (C12) ; 56,7 
(C10 et C10’) ; 42,2 (C9) ; 28,3 (C13) ; 18,6 (C17) ; 11,2 (C16). 
Pf: 144-146 °C 
Infrarouge: ν (cm-1) 3436 (NH), 2158 (CC), 1705 (C-O ester). 
Rf: 0,35 (50/50 EP/AcOEt) 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 497,2948 
Trouvée [MH+]: 497,2946 
 
Composé 154 : 4-((5-(3-(1-(2-hydroxyéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)phényl)-1,3,4-oxadiazol-2-
yl)amino)cyclohexane-1-carboxylate de tert-butyle 
 Préparé selon la méthode générale J à 
partir du composé 149 (0,102 g ; 0,19 
mmol ; 1 éq.) et du 2-azidoéthan-1-ol 
(0,040 g ; 0,46 mmol ; 2,4 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (98/2 à 95/5 
CH2Cl2/MeOH) pour obtenir 0,059 g 
d'un liquide incolore. 
Rdt : 67 % 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 7,98 (td, J2-4 = J2-6 = 1,7 Hz, J2-5 = 0,6 Hz, 1H, H2) ; 7,85 (ddd, J6-5 = 
7,9 Hz, J6-2 = 1,7 Hz, J6-4 = 1,2 Hz, 1H, H6) ; 7,57 (ddd, J4-5 = 7,7 Hz, J4-2 = 1,6 Hz, J4-6 = 1,2 Hz, 1H, 
H4) ; 7,41 (td, J5-6 = J5-4 = 7,8 Hz, J5-4 = 0,6 Hz, 1H, H5) ; 6,11 (s, 1H, NH) ; 4,65-4,54 (m, 1H, H9) ; 
4,42-4,33 (m, 2H, H10 et H10’) ; 4,02-3,94 (m, 2H, H10 et H10’), 1,47 (s, 9H, H13), 1,15 (app s, 
21H, H16 et H17). 
RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 162,0 (C8) ; 158,8 (C7) ; 156,1 (C11) ; 134,1 (C4) ; 129,1 (C2) ; 128,9 
(C5) 125,5 (C6) ; 124,5 (C1 ou C3) ; 124,2 (C1 ou C3) ; 105,6 (C14) ; 92,2 (C15) ; 80,1 (C12) ; 56,7 
(C10 et C10’) ; 42,2 (C9) ; 28,3 (C13) ; 18,6 (C17) ; 11,2 (C16). 
Infrarouge: ν (cm-1) 3428 (OH) ; 3330 (NH) ; 1702 (C=O) ; 1616 (C=N). 
Rf: 0,47 (50/50 EP/AcOEt) 
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SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 456,2359 
Trouvée [MH+]: 456,2361 
 
Composé 60 : 3-((5-(3-(1-(2-hydroxyéthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)phényl)-1,3,4-oxadiazol-2-
yl)amino)azétidine-1-carboxylate de tert-butyle 
Préparé selon la méthode générale J à 
partir du composé 153 (0,136 g ; 0,28 
mmol ; 1 éq.) et du 2-azidoethan-1-ol 
(0,051 g ; 0,59 mmol ; 2,1 éq.). 
Le produit obtenu est purifié en 
chromatographie flash (98/2 à 90/10 
CH2Cl2/MeOH) pour obtenir 0,069 g 
d'un liquide incolore. 
Rdt : 59 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 8,68 (s, 1H, H15) ; 8,50 (d, JNH-9 = 6,9 Hz, 1H, NH) ; 8,33 (td, J2-4 = 
J2-6 = 1,7 Hz, J2-5 = 0,5 Hz, 1H, H2) ; 7,98 (ddd, J6-5 = 7,9 Hz, J6-2 = 1,7 Hz, J6-4 = 1,2 Hz, 1H, H6) ; 
7,77 (ddd, J4-5 = 7,8 Hz, J4-2 = 1,7 Hz, J4-6 = 1,2 Hz, 1H, H4) ; 7,61 (td, J5-6 = J5-4 = 7,8 Hz, J5-4 = 0,5 
Hz, 1H, H5) ; 5,10 (s, 1H, OH) ; 4,50-4,45 (m, 2H, H16) ; 4,43-4,35 (m, 1H, H9) ; 4,23-4,12 (m, 
2H, H10 et H10’) ; 3,90-3,79 (m, 4H, H17, H10 et H10’), 1,39 (s, 9H, H13). 
RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 162,4 (C8) ; 158,0 (C7) ; 155,5 (C11) ; 145,1 (C14) ; 131,9 (C3) ; 
130,0 (C5) ; 127,2 (C4) ; 124,7 (C6) ; 124,4 (C1) ; 122,5 (C15) ; 121,5 (C2) ; 78,8 (C12) ; 59,8 (C17) ; 
55,9 (C10 et C10’) ; 52,5 (C16) ; 42,7 (C9) ; 28,5 (C13). 
Infrarouge: ν (cm-1) 3428 (OH), 3330 (NH), 1702 (C=O), 1616 (C=N). 
Rf: 0,47 (50/50 EP/AcOEt) 
Pf: 100-102 °C 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 428,2046 
Trouvée [MH+]: 428,2039 
 
Composé 59 : Acide 2-(4-(3-(5-((1-(tert-butoxycarbonyl)azetidin-3-yl)amino) -1,3,4-
oxadiazol-2-yl)phenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetique 
Préparé selon la méthode générale J à 
partir du composé 154 (0,184 g ; 0,37 
Partie expérimentale 
267 
 
mmol ; 1 éq.) et du 2-azidoacétate de méthyle (0,113 g ; 0,71 mmol ; 1,9 éq.). 
Le produit est purifié en chromatographie flash (98/2 à 95/5 CH2Cl2/MeOH) pour donner un 
solide non pur (0,043 g).  Le mélange de produits est hydrolysé selon la méthode générale G 
et le produit obtenu pur par traitements comme décrit dans la méthode. Le produit obtenu 
est un solide blanc (0,037 g). 
Rdt : 23 % (A partir de 154) 
RMN 1H (300 MHz, CD3OD): δ 8,45 (s, 1H, H15) ; 8,41-8,36 (m, 1H, H2) ; 7,99 (ddd, J6-5 = 7,8 
Hz, J6-2 = 1,7 Hz, J6-4 = 1,1 Hz, 1H, H6) ; 7,89 (ddd, J4-5 = 7,9 Hz, J4-2 = 1,7 Hz, J4-6 = 1,1 Hz, 1H, 
H4) ; 7,60 (t, J5-6 = J5-4 = 7,6 Hz, 1H, H5) ; 5,33 (s, 2H, H17) ; 4,56-4,43 (m, 1H, H9) ; 4,40-4,27 (m, 
2H, H10 et H10’) ; 3,98-3,87 (m, 2H, H10 et H10’), 1,46 (s, 9H, H13). 
Infrarouge: ν (cm-1) 3225-3000 (OH et NH), 3330 (NH), 1679 et 1623 (C=O). 
Pf: dégradation avant fusion 
SMHR (ESI):  
Calculée [MH+]: 442,1839 
Trouvée [MH+]: 442,1830 
 
Composé 156 : chlorhydrate de 3-guanidinoazetidine-1-carboxylate de tert-butyle  
Dans un ballon, sont ajoutés le chlorhydrate de pyrazole-1-
carboximidamide (0,223 g ; 1,52 mmol ; 1 éq.), 3-
aminoazétidine-1-carboxylate de tert-butyle (0,261 g ; 1,52 
mmol ; 1 éq.), le DMF (0,9 mL) et la DIPEA (0,26 mL ; 1,52 
mmol ; 1 éq.). Le mélange est chauffé 20 h à 60 °C puis 
refroidi à t. a. De l’Et2O (11 mL) est ajouté et le mélange 
agité pendant 2h. Quelque mL d’une solution aqueuse 
saturée de NaHCO3 sont ajoutés et le produit est extrait avec de l’AcOEt (3 fois). Les phases 
organiques sont rassemblées, séchées (MgSO4) et le solvant  évaporé. 
Le produit obtenu est un solide blanc (0,351 g). 
Rdt : 92 % 
RMN 1H (300 MHz, D2O): δ 4,41-4,27  (m, 1H, H2) ; 3,97-3,83 (m, 2H, H3 et H3’) ; 3,94-3,83 ( 
m, 2H, H3, H3’) 1,44 (s, 9H, H6). 
Pf: dégradation avant fusion  
Infrarouge : ν (cm-1) 3343-2902 (N-H) ; 1703-1629 (C=O et C=N). 
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SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 215,1508 
Trouvée [MH+]: 215,1503 
 
Composé 157 : chlorhydrate de 4-guanidinopiperidine-1-carboxylate de tert-butyle 
Dans un ballon, sont ajoutés le chlorhydrate de pyrazole-1-
carboximidamide (0,359 g ; 2,45 mmol ; 1 éq.), le 4-
aminopipéridine-1-carboxylate de tert-butyle (0,490 g ; 2,45 
mmol ; 1 éq.), le DMF (1,4 mL) et la DIPEA (0,42 mL ; 2,45 
mmol ; 1 éq.). Le mélange est chauffé 20 h à 60 °C puis refroidit 
à t. a.. De l’Et2O (11 mL) est ajouté et le mélange agité pendant 
2h. Quelque mL d’une solution saturée aqueuse de NaHCO3 sont 
ajoutés et le produit est extrait avec de l’AcOEt (3 fois). Les phases organiques sont 
rassemblées, séchées (MgSO4) et le solvant  évaporé. 
Le produit obtenu est un solide blanc (0,525 g). 
Rdt : 77 % 
RMN 1H (300 MHz, D2O): δ 3,65-3,35 (m, 2H, H4 et H4’) ; 3,82-2,54 (m, 2H, H4 et H4’) ; 1,74-
1,56 (m, 2H, H4 et H4’) ; 1,23 (m, 9H, H17). 
Pf: 176-178 °C 
Infrarouge : ν (cm-1) 3285-2932 (N-H) ; 1681-1622 (C=O et C=N). 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 243,1821 
Trouvée [MH+]: 243,1810 
 
Composé 61 : 3-((6-oxo-4-(pyridin-2-yl)-1,6-dihydropyrimidin-2-yl)amino) azétidine-1-
carboxylate tert-butyle (C18PGC120C) 
Dans un ballon, sont introduits le 3-oxo-3-(pyridin-2-
yl)propanoate d’éthyle (0,330 g ; 1,71 mmol ; 1 éq.), l’éthanol 
(2,9 mL), le composé 156 (0,430 g ; 1,72 mmol ; 1 éq.) et le 
carbonate de potassium (0,474 g ; 3,43 mmol ; 2 éq.). Le mélange 
est chauffé au reflux pendant 5 h puis refroidi à t. a. De l’AcOEt 
est ajouté, et le mélange placé à 0 °C pendant au moins 1 nuit. Le 
précipité est filtré, puis de l’AcOEt est de nouveau ajouté et le 
mélange placé à 0 °C. Le produit voulu est obtenu par filtration. 
Le produit obtenu est un solide beige. 
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Rdt: 10 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 8,65 (d, J2-3 = 4,7 Hz, 1H, H2) ; 8,20 (m, 1H, H4) ; 7,86 (td, J5-4 = 
7,8 Hz, J5-3 = 1,7 Hz, H5) ; 7,46 (ddd, J3-4 = 7,4 Hz, J3-2 = 4,8 Hz,  H3) ; 6,85 (s, 1H, NH) ; 6,55 (s, 
1H, H7) ; 4,77-4,60  (m, 1H, H10) ; 4,42-4,33 (m, 2H, H11 et H11’) ; 4,11-4,00 ( m, 2H, H11, H11’) 
1,47 (s, 9H, H14). 
Pf: 115 -117 °C 
Infrarouge : ν (cm-1) 1683 (C=O) ; 1604 (C=N).  
Rf : 0,49 (95/5 AcOEt/MeOH) 
SMHR (IC, CH4) : 
 
Calculée [MH+]: 344,1723 
Trouvée [MH+]: 344,1709 
 
Composé 62 : 4-((6-oxo-4-(pyridin-2-yl)-1,6-dihydropyrimidin-2-yl)amino) piperidine-1-
carboxylate de tert-butyle 
Dans un ballon sont introduits le 3-oxo-3-(pyridin-2-
yl)propanoate d’éthyle (0,354 g ; 1,84 mmol ; 1 éq.), l’éthanol (3 
mL), le composé 157 (0,512 g ; 1,84 mmol ; 1 éq.) et le 
carbonate de potassium (0,508 g ; 0,37 mmol ; 2 éq.). Le 
mélange est chauffé au reflux pendant 6 h puis refroidit à t. a. 
Du Et2O est ajouté, et le mélange placé à 0 °C pendant au moins 
1 nuit. Le précipité est filtré, puis du Et2O est de nouveau ajouté 
et le mélange placé à 0 °C. Le produit voulu est obtenu par 
filtration. 
Le produit obtenu est un solide blanc (0,197 g). 
Rdt : 29 % 
RMN 1H (300 MHz, DMSO): δ 8,65 (ddd, J2-3 = 4,7 Hz, J2-4 = 1,6, J2-5 = 0,8 Hz, 1H, H2) ; 8,20 (d, 
J4-5 = J4-3 = 7,9 Hz, 1H, H4) ; 7,92 (td, J5-4 = 7,8 Hz, J5-3 = 1,8 Hz, H5) ; 7,46 (ddd, J3-4 = 7,5 Hz, J3-2 = 
4,8 Hz,  J3-45 = 1,1 Hz, H3) ; 6,69 (s, 1H, NH) ; 6,55 (s, 1H, H7) ; 4,14-3,94 (m, 1H, H10) ; 3,95-
3,76 (m, 2H, H12 et H12’) ; 3,09-2,89 (m, 2H, H12 et H12’) ; 2,00-1,86 (m, 2H, H11 et H11’) ; 1,46-
1,33, m, 11H, H11, H11’, et H15). 
Pf: 240-242 °C 
Infrarouge : ν (cm-1) 1697 et 1675 (C=O) ; 1604 (C=N). 
Rf : 0,48 (95/5 AcOEt/MeOH) 
SMHR (IC, CH4): 
 
Calculée [MH+]: 372,2036 
Trouvée [MH+]: 372,2027 
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Evaluations 
biologiques et 
cristallographie 
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1. Général 
1.1. Protéines 
La protéine PAI-1 humaine native nous a été fournie par le professeur Paul Declerck 
(Laboratory for Pharmaceutical Biology, Leuven, Belgique) et la protéine tPA par l’IDRS sous 
la forme du médicament actilyse.  
Pour les expériences de Biacore, l’Anti-tPA, clone GMA-043 (Millipore) est utilisé. Il 
est reçu lyophilisé depuis un tampon 10 mM NaHPO4, 0,15 M NaCl, 1% mannitol, pH 7,4 et 
reconstitué comme indiqué dans 100 µL d’eau désionisée.  
Pour la cristallographie, la protéine PAI-1 a été produite par la société NovAliX. Elle 
est reçu dans un tampon MES pH 5,6 avec 100 mM ou 1 M NaCl. La concentration mesurée à 
l’IPBS (nanodrop) est de 4 mg.mL-1.  
1.2. Tampons 
Le PBS (phosphate de sodium dibasique, du phosphate de sodium monobasique (0,02 
mol.L-1) et chlorure de sodium (0,15 mol.L-1)) provient de Dako (code 3024),  le sachet est 
dilué dans un litre d’eau désionisée pour obtenir un pH 7. Le Polyéthylèneglycol 8000 est de 
Jena Bioscience (50% W/V), et le DMSO utilisé provient d’Acros organics (99,8 % extra pure, 
code 295522500). 
1.3. Composés 
La tiplaxtinine a été acheté chez  axon Medchem (pureté 99,8 %) et les composés 
AZ3976 et le TM5275 nous ont été fournis par l’IDRS. 
2. Test chromogénique 
 Les différents composés sont solubilisés à 10-2 M dans le DMSO pur. Les dilutions 
suivantes se font ensuite en DMSO 50 % (DMSO/H2O 50/50) pour obtenir les concentrations 
finales désirées. En général pour un premier test, les dilutions suivantes sont réalisées : 
14,7 µL composé stock à 10-2 M + 205,3 µL DMSO 50% (Cfinale = 100 µM) 
69,6 µL solution précédente + 150,4 µL DMSO 50% (Cfinale = 31,6 µM) 
69,6 µL solution précédente + 150,4 µL DMSO 50% (Cfinale = 10 µM) 
69,6 µL solution précédente + 150,4 µL DMSO 50% (Cfinale = 3,2 µM) 
63,2 µL solution précédente + 136,8 µL DMSO 50% (Cfinale = 1 µM) 
47,4, µL solution précédente + 102,6 µL DMSO 50% (Cfinale = 0,32 µM) 
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Les produits sont ensuite déposés dans une plaque 96 puits (corning, black with clear 
surface, non-binding surface, référence 3651) sous 40 µL. Pour les témoins avec tPA seul et 
avec PAI-1 +  tPA, 40 µL de DMSO 50 % sont déposés.  
Les produits et les protéines sont préparés dans un tampon PBS contenant 0,1 % de 
BSA et 0,1 % de PEG 8000. Le substrat chromogène (Cryoprep, pNAPEP 1588) est dilué avec 
le tampon pour obtenir une solution à 500 µM et 160 µL de cette solution sont déposés dans 
chaque puits. De même, la protéine PAI-1 est diluée pour obtenir une solution 100 nM, et 40 
µL de cette solution sont déposés excepté pour le témoin avec tPA seul, où  la solution de 
protéine est remplacée par 40 µL de tampon. La plaque est ensuite incubée 30 min à 37 °C. 
Une solution de tPA à 100 nM dans le même tampon est ensuite préparée puis 
déposée dans une seconde plaque sous 20 µL. A la fin de la pré-incubation, 180 µL de 
chaque puits de la première plaque sont prélevés, puis déposés suivant le plan de plaque 
dans la seconde. L’absorbance est ensuite mesurée à 405 nm, pendant 45 min à 37 °C.  
Chaque mesure est au minimum réalisée en triplicat. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A Témoin tPA seul 
B Témoin PAI-1 + tPA 
C Composé 1 100 µM Composé 2 100 µM Composé 3 100 µM Composé 4 100 µM 
D Composé 1 31,6 µM Composé 2 31,6 µM Composé 3 31,6 µM Composé 4 31,6 µM 
E Composé 1 10 µM Composé 2 10 µM Composé 3 10 µM Composé 4 10 µM 
F Composé 1 3,2 µM Composé 2 3,2 µM Composé 3 3,2 µM Composé 4 3,2 µM 
G Composé 1 1 µM Composé 2 1 µM Composé 3 1 µM Composé 4 1 µM 
H Composé 1 0,3 µM Composé 2 0,3 µM Composé 3 0,3 µM Composé 4 0,3 µM 
Schéma d’une plaque 96 puits 
3. Fluorimétrie différentielle à balayage 
L’analyse est réalisée en plaque 96 puits (Hard-Shell®PCR Plates, Bio-Rad). Dans 
chacun des puits le tampon voulu est ajouté, la protéine à la concentration désirée, et si 
nécessaire la molécule à tester. Le Sypro Orange® dilué par 10 est additionné en dernier 
pour obtenir un volume final de 20 µL dans chaque puits. La plaque est hermétiquement 
fermée avec un film plastique. La mesure est réalisée avec un appareil CFX96 Touch™ Real-
Time PCR Detection System de chez Bio-Rad. 
4. Résonnance des plasmons de surface 
Les expériences sont réalisées avec un Biacore T200. La température d’analyse est 
fixée à 25 °C et le compartiment ou sont stockés les échantillons est à 4 °C. Toutes les 
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expériences sont réalisées avec des puces CM5 (Series S Sensor Chip CM5, Biacore) 
composées de dextran carboxyméthylé. Les puces sont laissées à température ambiante 
environ 30 min avant d’être utilisées pour éviter la condensation. Un « prime » (avec le 
tampon utilisé) est effectué après chaque introduction d’une nouvelle puce.  
4.1. Préparation des tampons et de la correction en solvant 
Le tampon A est préparé en mélangeant 100 mL de PBS, 5 mL de P20 et 1 g de BSA 
puis en complétant avec de l’eau désionisée jusqu’à 1L. Le tampon est filtré à 0,1 µM, 
(stericup, Millipore) et ajusté à 1 L dans une fiole.  
Le tampon B est préparé en retirant 50 mL  de la fiole de 1 L du tampon A, mesurés 
également avec une fiole. Le tampon A restant est gardé. Dans la fiole de 1 L le tampon est 
de nouveau ajusté en ajoutant 50 mL de DMSO (sigma-aldrich, > 99,9 %) puis filtré à 0,1 µM. 
Le tampon B appelé tampon de course, sera celui utilisé pour l’ensemble des évaluations des 
composés. 
Il est important que le tampon de course contienne la même concentration en DMSO 
que les échantillons. En effet le DMSO influence de façon importante l’indice de réfraction, 
et de petites différences de concentrations affecteront significativement ce qu’on nomme 
l’effet « bulk ». Cet effet est dû à une différence d’indice de réfraction entre le tampon de 
course et  la solution injectée. Par exemple une différence de 1 % en concentration de DMSO 
résultera à 100 RU de décalage dans le bulk. Pour diminuer cet effet on réalise une 
correction nommée « solvent correction » par le logiciel Biacore. Pour les deux approches la 
« solvent correction » est préparée de manière identique. Les trois solutions contenant 4,5, 
5 et 5,8 % de DMSO sont préparées comme indiqué dans le tableau suivant : 
 4.50% 5% 5.80% 
Tampon A 9550 µL 1900 µL 9420 µL 
DMSO 450 µL 100µL 580 µL 
Volume final 10 mL 2 mL 10 mL 
Préparation des contrôles pour la correction en DMSO 
 Les trois solutions sont injectées manuellement afin de vérifier que la gamme est 
bien comprise entre -500 et +1000 RU. Normalement la solution à 5 % doit se rapprocher au 
maximum du tampon de course. 
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Les solutions servant à construire la courbe de calibration pour la correction sont  préparées 
comme indiquée dans le tableau suivant : 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
DMSO 
4.5% 
 100 µL 200 µL 300 µL 400 µL 500 µL 600 µL 700 µL 
DMSO 
5.8% 
700 µL 600 µL 500 µL 400 µL 300 µL 200 µL 100 µL  
Solutions pour la courbe de correction en DMSO 
4.2. Approche DBA (Direct Binding Assay) 
4.2.1. Immobilisation des protéines 
La puce CM5 est constituée de 4 pistes nommées Fc 1 (flow cell) à Fc 4. Fc 1 sert de 
blanc, PAI-1 est  immobilisée sur Fc 2 et Fc 4, et tPA sur Fc 3 :  
Fc1 : blanc 
Fc2 : PAI (PM 43 kDa)  50 µg/ml en tampon acétate de sodium 10mM pH 5.5 
Fc3 : tPA (PM 72 kDa)  50 µg/ml en tampon acétate de sodium 10mM pH 4.0  
Fc4 : PAI (PM 43 kDa)  50 µg/ml en tampon acétate de sodium 10mM pH 5.5  
L’immobilisation est réalisée en utilisant le tampon HBS-EP+ (0,01 M HEPES pH 7,4, 
0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% v/v Surfactant P20, Biacore).  
La puce est tout d’abord activée en mélangeant 50 μL d’une solution de N-
hydroxysuccinimide (NHS) à 100 mM avec 50 μL d’une solution de chlorhydrate de N-éthyl-
N-(diméthyl-aminopropyl) carbodiimide (EDC) à 400 mM  puis en injectant 70 µL du mélange 
à 10 μL.min-1 sur la surface de dextran de la puce.  
La protéine voulue est ensuite injectée à 10 μL.min-1 sur la surface activée pendant 7 
minutes. Les sites n’ayant pas sont désactivés en injectant une solution d’éthanolamine à 
400 mM et  pH 8,5 (Biacore) à 10 μL.min-1 pendant 7 min. 
Le même protocole est appliqué pour chaque piste avec la protéine voulue, pour la 
piste de référence le protocole est identique excepté qu’aucune protéine n’est injectée. Le 
niveau d’immobilisation obtenu est entre 7500 et 8500 RU pour tPA et PAI-1.  
4.2.2. DBA des produits 
Les produits sont solubilisés à 10-2 M dans le DMSO. Il est très important de 
solubiliser les composés dans le même DMSO que celui utilisé dans le tampon afin d’éviter 
les effets « bulk » décrit précédemment. 
Les composés sont solubilisés suivant le schéma suivant: 
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Stock: 10-2 DMSO 100% 
8 µL stock + 12 µL DMSO + 380 µL Tampon A (0 % DMSO)  200 µM DMSO 5 % 
300 µL + 300 µL Tampon B (5 % DMSO)  100 µM DMSO 5 %  
300 µL + 300 µL Tampon B (5 % DMSO)  50 µM DMSO 5 % 
60 µL + 240 µL Tampon B (5 % DMSO)  10 µM DMSO 5%   
Les échantillons contrôles sont préparés en suivant les dilutions suivantes : 
Pour tPA: stock à 14 µM DMSO 0% 
7 µL stock + 5 µL DMSO + 88 µL Tampon A (0 % DMSO)  1 µM DMSO 5% 
10 µL + 90 µL Tampon B (5 % DMSO)  100 nM DMSO 5% 
10 µL + 90 µL Tampon B (5 % DMSO)  10 nM DMSO 5% 
Pour PAI-1: stock à 45 µM DMSO 0% 
2 µL stock + 5 µL DMSO + 93 µL Tampon A (0 % DMSO)  1 µM DMSO 5% 
10 µL + 90 µL Tampon B (5 % DMSO)  100 nM DMSO 5% 
10 µL + 90 µL Tampon B (5 % DMSO)  10 nM DMSO 5% 
Construction de la méthode : 
Pour la méthode  l’outil LMW screen du logiciel est utilisé. Avant les analyses 3 
« startups » en tampon sont réalisées. Les échantillons sont injectés à 30µL/min  pendant 60 
s, puis du tampon pendant 60 s et enfin la puce est lavée avec du  DMSO 50 %. La « solvent 
correction » est réalisée avant, après et tous les 30 cycles.  A la fin de l’analyse les 
échantillons contrôles sont injectés. La détection se fait sur Fc2-Fc1  et Fc4-Fc3. 
4.3. Approche ISA (Inhibition in solution assay) 
4.3.1. Immobilisation de l’anti-espèce 
L’anti-espèce est immobilisée sur une puce CM5 par couplage amine à l’aide du kit 
Anti-mouse igG (Mouse Antibody Capture Kit,  Biacore). Dans le kit, l’anti-Mouse IgG est à 1 
mg.μL-1 dans 0,15M NaCl, il est dilué à 30µg/ml avec le tampon d’immobilistaion (10mM 
sodium acetate pH 5.0). L’anti-espece est immobilisé sur les deux pistes Fc1 et Fc2 : 
Fc 1 : anti-mouse IgG (PM 150 kDa)  30µg/ml en tp acetate de sodium pH 5.0 
Fc 2 : anti-mouse IgG (PM 150 kDa)  30µg/ml en tp acetate de sodium pH 5.0 
L’immobilisation est réalisée en utilisant le tampon HBS-EP+ (0,01 M HEPES pH 7,4, 
0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% v/v Surfactant P20, Biacore). L’anti-espèce à 30 µg.mL-1 est 
injecté sur la puce pendant 420 s à 10 µL.min-1. 
4.3.2. ISA des produits 
Le principe est de trouver un composé qui inhibe la liaison entre PAI et tPA sans se lier à 
tPA. Pour cela, on immobilise un anti-espèce (de souris) sur Fc1 et Fc2 puis en 3 étapes: 
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 Capture d’un anti-tPA de souris uniquement sur Fc 2 
 Capture de tPA sur Fc1 et Fc2 
 Injection de PAI +/- composé en alterné : PAI / PAI + composé 1 / PAI / PAI + composé 
2 etc…Les composés sont testés à trois concentrations 100, 50 et 10 µM. 
 En contrôle à la fin : PAI / composé 1 / PAI / composé 2 etc…à deux concentrations 
100 et 50 µM 
La puce est régénérée à chaque cycle : on régénère entre l’anti-espèce et l’anti-tPA par la 
solution de régénération fournie dans le kit de l’anti-souris. 
Préparation de l’anti-tPA :  
Stock à 1mg.mL-1: 62µL stock + 2438µL Tampon B (5% DMSO)  Capture anti-tPA à 25 
µg.mL-1 
Préparation de tPA :  
Stock à 14µM : 3,6µL stock + 2496µL Tampon B (5% DMSO)  Capture tPA à 20 nM 
Préparation des produits en 2X : 
Préparation de PAI-1 en 2X: préparation de 3ml de PAI-1 à 20 nM  et avec 5% de DMSO 
Stock à 45µM DMSO 0% 
9 µL stock + 1 µL DMSO + 10 µL Tampon A (0% DMSO)  20 µM DMSO 5% 
10 µL + 90 µL Tampon B (5% DMSO)  2 µM DMSO 5% 
30 µL + 2970 µL Tp B (5% DMSO)  20 nM DMSO 5% = PAI 2X 
Pour l’analyse : 
 Pour les composés en 1X : 60 µL Tampn B (5% DMSO) + 60 µL composé en 2X 
 Pour les composés en 1X + PAI-1 en 1X : 60 µL PAI-1 en 2X + 60µL composé en 2X 
 Pour PAI-1 en 1 X : 1800 µL PAI 2X + 1800 µL Tp B (5%)  
Construction de la méthode : 
Pour la méthode  l’outil LMW screen du logiciel est utilisé. Avant les analyses 3 
« startups » en tampon sont réalisées. Pour chaque cycle, l’anti tPA (capture 1) à  25 µg.mL-1 
est injecté pendant 120 s à 10 µL.min-1 sur Fc2 puis tPA (capture 2) à 20 nM est également 
injecté pendant 120 s à 10 µL.min-1 sur Fc1 et Fc2. Les échantillons + /- PAI-1 sont injectés à 
30 µL.min-1 pendant 180 s (temps d’association), puis du tampon est injecté pendant 300 s 
(temps de dissociation) sur Fc1 et Fc2. Après chaque cycle la puce est régénérée avec une 
solution de chlorhydrate de  glycine à 10 mM et pH 1,7 (anti-mouse capture kit, biacore). 
 La « solvent correction » est réalisée avant, après et tous les 30 cycles. La 
détection se fait sur Fc2-Fc1. 
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5. Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 
Les produits sont dilués de la même façon que pour l’approche DBA de SPR. Ils sont 
ensuite déposé sous 20 µL dans une plaque 384 puits, et pour chaque puits 5 µL d’huile de 
silicone sont ajoutés. La plaque est centrifugée pendant 5 min pour enlever les éventuelles 
bulles. L‘agrégation de chaque produit est analysée en triplicat, et des zéros avec du tampon 
B seul et avec du tampon B et du DMSO sont réalisés pour chaque expérience.  
L’expérience est réalisée sur un Dynapro plate reader WRP-06 (Wyatt). Pour chaque 
puits, 10 acquisitions de 1 seconde  sont réalisées. Avant le début de l’expérience le laser est 
laissé chauffer pendant 30 min. Les résultats sont traités à l’aide du logiciel Dynamics. 
6. Cristallographie 
Pour les essais robotisés : 
Dans une plaque 96 puits (MRC 2 Well Crystallization Plate, Swissci), 80 µL de la 
solution de réservoir du kit utilisé sont déposés dans chaque puits grâce à une pipette multi 
canaux (Liquidator™ 96 Manual Pipetting System, Mettler Toledo).  
La méthode de cristallisation utilisée est la méthode par diffusion de vapeur en 
goutte assise. Un robot (nanodrop Exty, Innovadyne) a été utilisé afin de dispenser la 
solution protéique (0,2 µL) et la solution de cristallisation (0,2 µL) dans les plaques 96 puits. 
Les plaques ont ensuite été stockées à 12 °C dans un automate (RI 1000 Formulatrix) qui 
réalise à des temps prédéfinis des images de chaque puits.   
Pour les essais manuels : 
Pour les essais en plaques manuels 24 puits la méthode de cristallisation utilisée est 
cette fois-ci la goutte suspendue. Pour cela 500 µL de solution de cristallisation sont déposés 
dans le réservoir. Sur une lamelle en verre sont déposés 1 goutte du réservoir et 1 goutte de 
protéine, en générale chaque goutte fait 1 µL. Chaque puits est fermé hermétiquement avec 
un joint de graisse de silicone. Les plaques sont stockées à 4 °C, 12 °C ou 20 °C. 
Les compositions des kits de cristallographie peuvent être trouvées à l’adresse suivante : 
http://www.qiagen.com/products/protein/crystallization/compositiontables/default.aspx 
 
 
 
Abstract 
The fibrinolytic system is responsible for fibrin containing clot lysis. Among the actors of this system, 
tissue and urokinase plasminogen activating serine proteases (tPA and uPA) are particularly 
important. They convert plasminogen into plasmin at the fibrin surface. Then, plasmin degrades 
fibrin into soluble fibrin degradation products allowing recanalization of the occluded vessel. 
The main endogen inhibitor of tPA/uPA is plasminogen activator inhibitor -1 (PAI-1) which is a 
member of the serine protease inhibitor (serpin) superfamily. Its implication in numerous 
pathological processes includes thrombosis and cancer making PAI-1 an attractive therapeutic target. 
Although several antagonists of PAI-1 have been described, none of them have demonstrated 
sufficient potential for further drug development. One explanation is that PAI-1 inhibitors are difficult 
to develop due to the existence of several different conformational states of PAI-1 (active, latent, 
protease-complex, cleaved forms…), the lack of a rigid active site, and its multiple functions. 
The aim of our work was to design new PAI-1 inhibitors based on molecular modelling. This study 
was engaged after examining various crystallographic data of PAI-1 and PAI-1/known inhibitors, 
guiding us to virtually select several original families of compounds through structure-based drug 
design. Three families of compounds have thus been synthesized by multi-step synthesis including 
Sonogashira coupling and several heterocyclic formations. All synthesized compounds have been 
evaluated by performing enzymatic assay studies, Differential Scanning Fluorimetry (DSF) and Surface 
Plasmon Resonance (SPR). For all the biological evaluations several known inhibitors have been used 
to check the reliability of the test and to compare with the activity of the synthetized molecules.  
An additional part of the work was to crystallize PAI-1. A human recombinant without mutation but 
lacking the 24 first amino acids has been used. The protein has been first studied by several 
biophysics tests and a crystallographic study has been achieved. 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESUME 
Le système fibrinolytique est responsable de la dissolution de la fibrine contenue dans les caillots 
sanguins. Parmi tous les acteurs de ce système, les activateurs du plasminogène de type tissulaire 
(tPA) et de type urokinase (uPA) sont particulièrement importants. Ils permettent de convertir le 
plasminogène en plasmine à la surface de la fibrine. La plasmine dégrade ensuite la fibrine en 
produits de dégradation solubles permettant la recanalisation des vaisseaux occlus.  
Le principal inhibiteur endogène de tPA/uPA est l’activateur des inhibiteurs du plasminogène de type 
1 (PAI-1), une protéine appartenant à la famille des inhibiteurs des protéases à sérine (serpin). Son 
implication dans de nombreux processus pathologiques incluant les maladies cardio-vasculaires et le 
cancer, ont fait de PAI-1 une cible thérapeutique attrayante. De nombreux inhibiteurs de PAI-1 ont 
été décrits dans la littérature, mais à ce jour aucun n’a montré un potentiel suffisant pour un 
développement en tant que médicament. Une raison est que de tels inhibiteurs ne sont pas faciles à 
développer, en raison de l’existence des différentes conformations de PAI-1, (active, latente, en 
complexe avec la protéase, clivée…), de l’absence de site actif rigide et de ses nombreuses fonctions 
biologiques.  
Le but de ce travail était de concevoir de nouveaux inhibiteurs de PAI-1 en utilisant la modélisation 
moléculaire. La première étape de l’étude a consisté à examiner les différentes structures 
cristallographiques de PAI-1 afin de concevoir virtuellement plusieurs familles de composés.  Les trois 
familles de molécules sélectionnées ont ensuite été synthétisées par synthèse multi–étapes, les 
étapes clés étant un couplage de Sonogashira et plusieurs formations d’hétérocycliques. Tous les 
composés ont été testés par cinétiques enzymatique, par fluorimétrie différentielle à balayage et en 
utilisant la résonnance des plasmons de surface.  Pour l’ensemble des évaluations biologiques des 
inhibiteurs connus ont été utilisés afin de s’assurer de la fiabilité du test et de servir de références 
par rapport aux molécules synthétisées. Un objectif supplémentaire de ce travail était de cristalliser 
la protéine PAI-1. Pour cela une protéine recombinante humaine non mutée pour laquelle les 24 
premiers acides aminés ont été tronqués a été utilisée. La protéine a d’abord été étudiée par 
plusieurs techniques biophysiques et une étude cristallographique a été réalisée.  
 
  
